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Résumé

Le travail que nous avons réalisé a été consacré a I’étude de 1’activité antibactérienne
des huiles essentielles et des extraits aromatiques de trois plantes aromatiques et médicinales
de la région de taounate: Sauge officinale (Salvia officinalis), Romarin (Rosmarinus
officinalis), et Lavande stéchade (Lavandula stoechas)

Dans I’ensemble, les huiles essentielles des trois plantes obtenues par hydrodistillation
présentent des activités inhibitrices vis-a-vis des souches Escherichia coli, Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus. Une forte résistance de Pseudomonas aeruginosa a été notée.

Les analyses chromatographiques (CPG/FID) montrent que Le camphor et le 1.8
cinéole semblent étre des composés majoritaires des trois plantes. L’a et B-pinéne, le borneol,
et le camphene se trouvent avec des pourcentages relativement élevés dans le romarin et la
sauge officinale.

L’activité inhibitrice des extraits aromatiques obtenuS par macération a froid et par
sonication est enregistrée sur les bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus). Cette activité est inférieure a celle des huiles essentielles.

Nous avons étudié ’influence de la méthode d’extraction sur le rendement et sur la
teneur en polyphénols totaux des extraits methanoliques. Les résultats montrent que la
sonication est la plus reproductible et la plus économique.

Mots clés : Huile essentielle, extrait méthanolique, CPG/FID, Salvia officinalis, Rosmarinus

officinalis, Lavandula stoechas, sonication
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Avant propos

Une partie de ce stage a été réalisée a I’Institut National des Plantes Médicinales et
Aromatiques de Taounate (INPMA).

L’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques (INPMA) est un des
¢tablissements universitaires, de recherche appliquée, d’appui technique et d’information
spécialisé dans les Plantes Médicinales et Aromatiques (PMA). Ses missions s’inscrivent dans
le cadre de la charte et la loi 01-00 (Décret de création du 4 juin 2002, Bulletin officiel du 27
juin 2002).

L’ INPMA est I'unique Institut marocain de recherche et de développement spécialisé
dans le domaine des Plantes Médicinales et Aromatiques et matieres premieres végétales pour
la pharmacie, la cosmétique, 1’aromatique alimentaire, la parfumerie et la parachimie. Elle est

implantée a Taounate a Sahel Boutaher, a 80 Km de Feés.

Il joue, a ce titre, un rdle essentiel dans la création, la production, la formation

continue et la diffusion du progrés technique dans le secteur des PMA.

La deuxiéeme partie du stage a été effectuée au laboratoire de biotechnologie
microbienne a la faculté des sciences et techniques de Fes, sous la direction du Pr. Saad
IBNSOUDA KORAICHI. Et au Centre universitaire régional d’interface (CURI), qui a été
mis en place dans le cadre du programme quadriennal 2004-2007 de développement de la
recherche scientifique par I'université Sidi Mohamed Ben Abdellah (USMBA) de Fes en
2007. Le centre (CURI) vise principalement 1’optimisation et la mutualisation des moyens
lourds de recherche, 1’incubation des projets innovants et I’instauration d’une politique de
proximité université-entreprise. Il vise également la promotion, la diffusion et le transfert de
technologie, la valorisation des résultats de la recherche, ’appui a la préparation et a la

négociation de contrats et la gestion de la propriété intellectuelle.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus thérapeutiques des plantes.
Ce qui a poussé les gents, a travers les siecles, a développer des utilisations et des
connaissances sur les plantes médicinales et aromatiques. De plus les effets secondaires
induits par les médicaments chimiques inquiétent les utilisateurs, qui se retournent vers des

soins moins agressifs pour I’organisme.

Comme tous les médicaments, les plantes doivent étre utilisées avec précautions
puisque certaines d’entre elles provoquent aussi des effets indésirables. En considérant que les
effets des plantes dues principalement a leurs principes actifs, les chercheurs ont commencé a
extraire et a isoler les substances chimiques des plantes depuis le XVI1I° siécle. La recherche
des principes actifs extraits des plantes est d’une importance capitale, car elle a permis la mise
au point des médicaments essentiels. A la fin des années 1960, 'OMS (Organisation mondiale
de la santé) a décidé de faire participer les herboristes traditionnels aux programmes chargés
de répondre aux besoins de soins de tiers du monde. Ce qui a encouragé les grandes firmes
pharmaceutiques a investir d'importants capitaux pour trouver de nouvelles substances

chimiques afin de les commercialiser.

Les maladies infectieuses causées par les microorganismes affectent la santé des gents,
et causent de lourds dégats au niveau économiqgue. Ainsi de sérieux efforts on été fournis dans
le cadre de développement des antibiotiques et des antifongiques afin de remédier a ces

infections microbiennes.

Aujourd’hui, la résistance des microorganismes aux antibiotiques est un probleme
majeur de la santé publique, comme 1’attestent de nombreuses données publiées a 1’étranger
(Decoussera JW et al., 2010). A titre d’exemple Staphylococcus aureus, principal agent
pathogene impliqué dans des infections nosocomiales, a acquis de nombreux mécanismes de
résistance aux antibiotiques dés les années 1960 (Kempf. M et al, 2011). Ainsi
I’augmentation de la résistance des agents pathogenes d'origine alimentaire et les perceptions
négatives des consommateurs concernant l'utilisation de fibres synthétiques bactéricides, a
orienté la recherche des antimicrobiens naturels étant provenant du régne végetal (Leonard
C.M. et al., 2010). En effet, depuis quelques années, un intérét accru s’est porté sur des

molécules d’origine végetal ayant montré des propriétés antimicrobiennes.
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Le Maroc, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément (El-Hilaly. J et
al., 2003). L’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres

années.

Ceci nous a amené a nous pencher sur 1’étude de I’activité antibactérienne des huiles
essentielles et des extraits aromatiques obtenus par différentes méthodes d’extraction a partir
de trois plantes aromatiques de la région de Taounate (Maroc) ; Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis et Lavandula stoechas.
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Partie 1

Etude bibliographique
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. Géneralités sur les plantes aromatiques et medicinales (PAM)

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus.

Les progrés de la physiologie, puis de la pharmacologie, ont permis de comprendre les
mécanismes d’action de ces substances naturelles. Depuis quelques décennies, la
compréhension des relations qui existent entre la structure d'une molécule et son activité
biologique permet la conception et la fabrication de médicaments synthétiques aux

performances améliorées ou aux effets indésirables mieux contréles (Iserin. P, 1996).

1. Importance socio-economique des PAM au Maroc

La médecine traditionnelle marocaine est trés riche en plantes médicinales, cette
richesse est le fruit de la variabilité importante du climat due a la situation géographique du
Maroc (Bellakhdar, 1978). En effet le secteur des PAM représente une importante activité
commerciale au Maroc. Les especes les plus importantes sur le plan économique sont le
thym, la verveine, I’armoise et la lavande. Ces quatre espéces exportées sous la dénomination
« herbes » ou « épices » sur plusieurs destinations a travers le monde constitue la colonne
vertébrale du secteur des PAM au Maroc. Pour les régions de I’oriental 1’armoise et le
romarin sont les deux espéces qui dominent le paysage aromatique et médicinal et qui font
I’objet de transactions commerciales importantes. L’exploitation du romarin procure environ
81.000 JT/an ce qui correspond a une valeur de 4.050.000,00 DH Chemonics International,
Inc ., 2005).

Une étude a la province de Taounate a montré que la majorité des plantes médicinales
poussent dans la nature (61%), tandis que d'autres sont cultivées (37%) et certains
(1,9%) sont domestiqués. Elles sont largement utilisées dans la pharmacopée indigene pour
soulager les symptdmes communs des maladies cardiovasculaires (5,8%), gastro-intestinaux
(24,9%), systémes de broncho -pulmonaire (9,8%), genito-urinaire (12,2%) et la peau (9,2%)
(El-Hilaly. J et al., 2003).
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2. Plantes médicinales et aromatiques étudiées

e Lasauge officinale : Salvia officinalis
v’ Caratéristiques botaniques

- Classification

Regne : plante

Embranchement : spermaphytes
Sous embranchement : angiospermes
Classe : dicotylédones

Ordre : tubiflorales

Famille : labiées ou lamiacée

Genre : Salvia

Espece : Salvia officinalis

- Noms communs : Sauge officinale, herbe sacrée, th¢ d’Europe, nom vernaculaire en

arabe “’salmiya’” 4xlull

- Description : la sauge officinale appartient a la famille des Lamiacées, cette famille
appartiennent aux dicotylédones et se caractérisent par des feuilles opposées, des
fleurs zygomorphes a deux lévres, presque toujours hermaphrodites et par une tige
quadrangulaire.

Salvia officinalis est un arbrisseau persistant a feuilles laineuses gris-vert ou violacées
(80 cm de hauteur) et a fleurs bleu-violet, la racine brunatre et fibreuse (Photo 2). Elle
se rencontre fréquemment comme plante ornementale ou comme condiment dans les
jardins. C’est une plante sacrée considérée comme une véritable panacée depuis

I’ Antiquité ; son nom vient du latin « salvare » qui signifie « sauver » ou « guérir ».

- Habitat et culture : Originaire des pourtours de la Méditerranée, la sauge affectionne
les lieux ensoleillés. On la cultive par semis au printemps. Les plantes sont remplacées
tous les 3 ou 4 ans et les feuilles sont récoltées en été (Iserin. P. 1996).

v’ Préparations et usage traditionnel

o Infusion a partir des feuilles utilisée en gargarisme jusqu'a 3 fois par jour en cas de

coup de froid, toux et rhumatisme (El-Hilaly. J et al 2003).
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o Elle réduit la transpiration lorsqu'il est pris sous forme de thé, 1’action commence

environ 2 heures apres avoir bu le thé et peut durer plusieurs jours (Fluck., 1988)..

o Indigestion : la Sauge officinale a une certaine valeur dans le soulagement de

I'indigestion avec du gaz ou la douleur spasmodique (Evans., 1989).

o Débilité sexuelle : Brown. P (1993) a declaré en 1875 :>’ Elle est appelée par

certains un reméde le plus capital pour spermatorrhée, et pour le désir vénérienne
excessive, et je suis de ceux qui savent d'expérience dans ma pratique, qu'il est

grand pour ce qui est appelé faiblesse sexuelle lorsque son utilisation est indiquée”’.

o Soins de la peau : Pour les grands pores, la sauge peut étre utile comme compresse

ou infusion. Il peut étre utilise pour effet similaire & un masque. Un créme & base de

sauge peut étre utilisé pour les boutons de fievre pres de I'embouchure (Back 1987).

o Baignade et lavage : elle est également utilisée dans des bains pour traiter les

problémes de peau (Stuart 1986). D’autres références citent les propriétés
suivantes : cicatrisante, antiseptique, tonifiante, antirhumatismale dans des bains,
pour les plaies atones, des plaies, les ulceres, les dermatoses (eczéma) (Valnet.,
1986) ( Spiridon E.K., 2000).

Le romarin ; Rosmarinus officinalis

v’ Caratéristiques botaniques

Classification

Regne : plante

Embranchement : spermaphytes
Sous embranchement : angiospermes
Classe : dicotylédones

Ordre : tubiflorales

Famille : labiées ou lamiacée

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis

Noms communs : Encensier, herbe aux couronnes, rose des marins, rose de la mer,
aziir »3 comme nom vernaculaire en arabe.

Description : Le romarin fait partie de la famille des Lamiacées ou Labiées. Il posséde
donc les mémes caractéristigues morphologiques caractéristiques et communes a

I’ensemble de cette famille (Photo 3). Le genre Rosmarinus est représenté par trois
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especes differentes, mais Rosmarinus officinalis L. est la principale. Ses caractéres
sont les suivants :

Arbuste toujours vert, de 60cm a 2m de haut et pouvant vivre jusqu’a 30 ans,

Tige, a 1’écorce grisatre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux OppPOSEs
tortueux, nceuds distancés de 0, 5 a 2mm,

Feuilles opposees, coriaces, sessiles, linéaires, entiéres, de 1, 5 a 4, 5cm de long, aux
bords enrouleés vers le bas ; face supérieure vert sombre et glabre, face inférieure
blanche, tomenteuse, parcourue par une nervure saillante, et portant des poils articulés
ramifiés et des poils glandulaires fortement serrés,

Inflorescence spiciforme, a fleurs subsessiles, qui s’épanouissent toute 1’année

Calice gamosepale, poudreé-blanchatre, tube en forme de cloche, a 3 lobes, le plus
large est la lévre supérieure et les deux autres forment la lévre inférieure,

Corolle gamopétale, tubuleuse, a 2 lévres (la supérieure a 2 lobes en forme de casque,
I’inférieure a 3 lobes, avec le médian plus large, concave),

2 étamines, et des antheres allongées uniloculaires, le fruit est un tétrakéne, de couleur
brune,

Fleurs bleu pale, lilas ou blanchatres, maculées de petites taches violettes a I’intérieur.

Cette espece trés polymorphe, présente plusieurs variétés. Mais, a cette
différenciation morphologique trés aléatoire, nombreux botanistes préférent s’appuyer
sur la composition chimique de I’huile essentielle pour lister quatre chémotypes,

suivant le composé dominant :

Romarin a cinéole,
Romarin a verbénone,
Romarin a camphre, bornéol,

Et parfois romarin & myrcéne

Habitat et culture : Originaire des régions méditerranéennes, le romarin est une plante
héliophyte ; il demande une sécheresse estivale accusée et un ensoleillement important
et nécessite un hiver doux, des conditions hivernales clémentes, avec des
précipitations neigeuses rares et peu abondantes. Si les températures hivernales sont
trop basses, les plantes d’un an et plus résistent, mais les plantules périssent (surtout

celles situées dans des endroits humides).
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Cette plante recherche les sols riches en ions calcium, d’un pH entre 6 et 8,4 et
ayant une texture argilo-limono-sableuse. Par contre, elle est peu abondante sur les
sols saturés en ions magnésium (BESOMBES .C 2008).

On cultive le romarin a partir de semis ou de boutures au printemps,
L’enracinement se produit dans les deux mois suivants. La mise en place définitive a
lieu a Iautomne ou au printemps suivant, dés que les pieds ont suffisamment de

racines.

La récolte, mécanique ou réalisée a 1’aide d’une faucille, débute 18 mois apres
la plantation, a raison d’une coupe par an ; elle consiste a couper les brins a 30 cm du
sol, les réunir en bouquets pour les suspendre ensuite. Elle se fait soit en mai avant
floraison ou en septembre si I’on recherche le feuillage pour I’herboristerie ou
I’industrie alimentaire, soit en pleine floraison (juillet) si le romarin est destiné a la

distillation.

Usages traditionnels et courants

Stimulant cérébral : le romarin stimule la circulation cérébrale, améliorant la
concentration et la mémoire (Iserin. P 1996).

Il soulage également les céphalées, migraines et la dyspepsie.

Il favorise la pousse des cheveux en stimulant l'irrigation du cuir chevelu.

Pour ses propriétés hypertensives la plante est employée en cas d'évanouissements liés
a une insuffisance circulatoire.

Fortifiant ; le romarin accélére la convalescence a la suite de maladies chroniques o de
stress prolongeés. Il stimule les glandes surrénales et se révéle tres efficace dans le
traitement de I'asthénie.

Stimulant psychique ; le romarin est souvent prescrit pour les personnes surmenées et
fatiguées. Il est apprécié pour ses propriétés stimulantes et 1égérement antidépressives.
L’huile essentielle de romarin est employée en aromathérapie pour différentes
propriétés. Elle est reconnue pour ses propriétés stimulantes sur 1’activité locomotrice,
qui dues a la stimulation de 1’organe de 1’odorat mais aussi 1’activation

pharmacologique directe du systéme nerveux central.
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Cette huile essentielle possede aussi des propriétés antifongiques et antiseptiques et
une action antispasmodique sur le sphincter d’Oddi, mais 7 a 8 fois moins importante
que celle de I’huile essentielle de menthe (BESOMBES. C 2008).

L’huile essentielle de romarin est également utilisée dans 1’industrie cosmétique ainsi

que par 1’industrie alimentaire (BESOMBES. C 2008).
La lavande stéchade : Lavandula stoechas

Caratéristiques botaniques
Classification
Régne : plante
Embranchement : spermaphytes
Sous embranchement : angiospermes
Classe : dicotylédones
Ordre : tubiflorales
Famille : labiées ou lamiacée

Genre : Lavandula
Espéce : Lavandula stoechas

Noms communs : lavande stéchade, lavande papillon, lavande a toupet ou lavande des
iles d'Hyéres, son nom vernaculaire en arabe est ’El halhal’” Jalal)

Description : Lavandula stoechas fait également partie de la famille des Lamiacées ou
Labiées (Photo 4). Il posséde donc les mémes caractéristiques morphologiques

caractéristiques et communes a I’ensemble de cette famille. Le genre Lavandula

présente les caracteres suivants :

Sous-arbrisseau,

Inflorescence en épi lache ou serré,

Bractées distinctes des feuilles,

Calice velu-laineux tubuleux, avec 8 a 15 nervures, 5 dents inégales, les 4 inférieures
trés courtes et la supérieure prolongée par un appendice cordiforme,

Corolle a tube saillant un peu dilaté a la gorge, a 2 lévres (la supérieure a 2 lobes,
I’inférieure a 3 lobes),

4 étamines courtes, deux des quatre étamines appuyés sur la levre inférieure de la
corolle,

Anthéres uniloculaires,
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Carpelles glabres et lisses,

Fleurs pourpres a bleu violacées.

Le genre Lavandula regroupe un nombre assez restreint d’espéces. A titre
d’exemple : Lavandula angustifolia ou officinalisou vera ou spica, Lavandula

stoechas, Lavandula latifolia

Tableau 1: Caractéristiques botaniques des trois principales espéces de lavandes en

France (BESOMBES. C 2008).

Lavandula vera Lavandula stoechas Lavandula latifolia
Taille 30a60cm 20a40cm 30480cm
Rameaux Simples, longuement | Peu allongé, feuillés Ramifiés
nus au sommet presque jusqu’au
sommet
Epis Un peu laches Compacts, Gréles et laches
quadrangulaires
Caracteéristiques Fleurs bleues ou Petites fleurs pourpres | Petites fleurs bleues ou
des fleurs violacées. Se noiratres avec une violettes. S arrachent
détachent facilement | houppe de grandes facilement.
bractées violettes.
Caractéristiques Feuilles vertes Feuilles grisatres, Feuilles blanches,
des feuilles tomenteuses Tomenteuses
Odeur Agréable Légérement camphrée | Nettement camphrée

Habitat et culture : Au départ, les lavandes poussent dans quelques pays du bassin
méditerranéen, puis la culture s’est répandue en Europe de I’Est
(Bulgarie, Russie, Ukraine...) et méme en Tasmanie ou encore au Canadaou des
plantes mutées peuvent maintenant résister au gel.

Les lavandes affectionnent les sols légers et bien drainés (elles redoutent les
exces d'eau). Toutes supportent bien les terrains calcaires hormis la Lavandula
stoechas et la Lavandula viridis qui, quant a elles, exigent un sol acide. Pour prospérer

et bien fleurir les lavandes doivent étre plantées en plein soleil

La culture débute, en mars, par la plantation de jeunes plantes produites en
pépiniére situées en altitude ou de jeunes plantes sauvages. D’avril a mai, il faut

effectuer le désherbage et 1’apport d’engrais organique. Mi-juin, les plantes
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commencent a fleurir. Toute opération de désherbage est stoppée afin de ne pas abimer

les jeunes fleurs.

Les fleurs connaissent leur épanouissement maximal vers la mi-juillet. La
maturation des épis de lavande est alors évaluée pour déterminer une date de début de
la campagne de récolte, normalement entre le 20 et le 27 juillet, pendant 15 jours.
Deux ou trois jours apres le début de la campagne, la distillation peut débuter. Une
fois la lavande récoltée, vers mi-aodt, le griffonnage peut reprendre. Les pieds de
lavande ont une durée de vie d’environ 10 ans. Quand ce terme est atteint, ces pieds

sont arrachés et briilés, courant octobre.
Usages traditionnels et courants

Venue de l'ouest du bassin méditerranéen, la lavande était déja utilisée par

les Romains pour conserver le linge et parfumer les bains.

Elle est utilisée par décoction des feuilles et des boutons floraux, dans le cas de

rhumatisme ou des troubles digestives (El-Hilaly. J et al., 2003).

Généralité sur les huiles essentielles et les extraits

aromatiques

1- Définitions

Le terme “huile essentielle” a été inventé au XVIeme siécle par le médecin suisse

Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remeéde naturel (EL

KALAMOUNI. C. 2010).

D’aprés Naves, aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite de la clarté,

ni celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme des mélanges de

divers produits issus d’une espéce végétale, ces mélanges passant avec une certaine

proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau. Cette

définition peut étre étendue aux huiles essentielles obtenues par expression a froid de I’écorce

ou zeste des fruits de Citrus, a cause de I’intervention de I’eau dans les procédés mécaniques

pour entrainer le produit libéré des alvéoles oléiferes (GARNERO. J. Techniques

d’ingénieur).
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Selon ’AFNOR (norme NF T 75-006): “’les huiles essenticlles sont des produits

obtenus soit a partir de mati¢res premicres naturelles par distillation a 1’eau ou a la vapeur

d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la

phase aqueuse par des procédes physiques’”.

Ces définitions écartent les produits obtenus, toujours a partir de matiere premiere

végétale, mais en employant d’autres procédés d’extraction, comme 1’utilisation de solvants

non aqueux ou I’enfleurage (A-S, Carette., 2000). Ainsi nous pouvons définir quatre autres
produits (BESOMBES. C., 2008) :

o Concrete : extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d’une matiére premicre

fraiche d’origine végétale, par extraction par un solvant non aqueux, nommé aussi
essence concrete ou essence.

Résinoide : extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une mati¢re premicre
séche d’origine végétale, par extraction par un solvant non aqueux.

Pommade florale : corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs par enfleurage

Absolue : produit a odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une concréte, d’une
pommade florale ou d’un résinoide par extraction par 1’éthanol a température

ambiante.

On distingue trois catégories des huiles essentielles : les huiles brutes ou naturelles, les

huiles rectifiées et les huiles fractionnées (Turgeon. M., 2001).

Les huiles brutes ou naturelles sont obtenues par distillation d’une grande quantité de
matieres premiéres broyées (branches, aiguilles, écorces, bois, etc.). Elles ne sont pas
raffinées.

Les huiles rectifiees sont des huiles brutes purifiées, c’est-a-dire que certains résidus
laissés lors de la distillation sont éliminés par I’entrainement a la vapeur.

Enfin, les huiles essentielles de qualité supérieure sont des huiles fractionnées. On les
obtient en séparant les composés volatils en diverses fractions, selon leurs points

d’ébullition spécifiques.

Les huiles essentielles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, et dans d’autres solvants,

mais insolubles dans 1’eau. Elles sont généralement liquides a température ambiante et tres

peu coloré. Elles ont une densité inférieure a I’unité, a I’exception de quelques cas (cannelle,

12
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sassafras et vetiver), et elles ont un indice de réfraction et un pouvoir rotatoire tres élevés
(BESOMBES. C ,2008).

L'huile essentielle se sépare de I'eau du distillat par simple décantation mais une petite
partie persiste dans l'eau et lui communique une odeur, on parle alors d'eau aromatique, a
rapprocher de I'hydrolat, eau distillée aromatisée (parfois artificiellement) a laquelle on ajoute
parfois de l'alcool, des stabilisants chimiques ou des conservateurs (EL KALAMOUNI. C.,
2010).

2- Historique

Les premiéres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de
I’an 3000 avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation
humaine depuis ses premiéres genéses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont
employé diverses matieres premiéres végeétales ainsi que les produits qui en découlent,
notamment les huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines
parfumerie, médecine, rites religieux, alimentation... En 812, les capitulaires de Charlemagnes

sélectionnent 73 plantes qu’ils qualifient de plantes utiles (Abdoulhoussen. N, 1990).

L’¢étape byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la distillation et,
avec 1’ére arabe de la civilisation, 1’huile essentielle a devenu un des principaux produits de
commercialisation internationale ; ainsi, vers 1’an mille, Avicenne, philosophe, médecin et
scientifique persan, a défini précisément le procédé d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la
Syrie ont été les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques. A

cette époque (BESOMBES. C ,2008).

Les échanges commerciaux entre 1’orient et I’occident ont été accentués par le voyage
de Marco Polo vers la chine et les huiles essentielles seront utilisées lors de 1’épidémie de

peste du XIVeme siécle (Iserin. P., 1996).

En XIX siécle les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes,
I’acide salicylique est extrait du saule blanc (Salix alba), I’inuline de 1’aunée officinale. Pour
ensuite réussir la fabrication des molécules synthétiques au XX siécle. René Maurice
Gattefosse a crée en 1928 le terme de I’aromathérapie, et a publié en 1937 I’ouvrage
“’aromathérapie- les huiles essentielles, hormones végétales’’. Il a mené de nombreux travaux

concernant les huiles essentielles, notamment sur leurs propriétés, et ses résultats seront a
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I’origine de nombreuses autres recherches, réalisées notamment par Jean Valnet. Ce dernier a
fondé 1’association d’études et de recherches en aromathérapie et phytothérapie en 1971,
transformée en société francaise de phytothérapie et d’aromathérapie en 1973. Il I’a quitté en
1980 pour créer en 1981 le college de phyto-aromathérapie et de médecins de terrain de
langue francaise. En 1975 Pierre Franchomme le coauteur de’’ I’aromathérapie exactement “’

a donné la notion fondamentale de chémotype (Iserin. P., 1996 : page 18-31).
3- Localisation des huiles essentielles dans les plantes

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieur. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices qui se situent, dans des poils sécréteurs
ou trichomes (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des

canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteracea) (PIOCHON. M., 2008).

Les trichomes (Figure 1) peuvent se présenter sous quatre formes et peuvent se
composer de plusieurs cellules sécrétrices, associées pour constituer un plateau porté par un
pédicelle court, poils peltés, poils capités a pieds court ou long ou bosselé. Les poils
sécréteurs peuvent étre externes ou bien internes, comme dans les divers eucalyptus
(BESOMBES. C ,2008).
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Figure 1 : Les 4 types de trichomes sécréteurs observés chez Lavandula angustifolia Mill.
: (1) Poil pelté, (a) vue de dessus, (b) vue de profil ; (2) Poil capité court ; (3) Poil capité
long ; (4) Poil sécréteur bosselé, différents stades de la sécrétion (BESOMBES. C ,2008).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : fleurs
(ylang-ylang, bergamotier, rose), les sommités fleuries (tagéte, lavande), les feuilles
(citronnelle, eucalyptus, laurier), les racines (vétiver), les rhizomes (gingembre, curcuma), les
fruits (badiane), le bois (bois de rose, santal) ou les graines (ambrette, muscade) (PIOCHON.
M., 2008).

4- RoOle biologique des huiles essentielles dans les plantes

Les huiles essentielles sont des signaux chimiques permettant a la plante de contrdler
ou réguler son environnement (réle écologique): attraction des insectes pollinisateurs, action
répulsive sur les prédateurs, inhibition de la germination des graines, voire communication
entre les végétaux (émission de signaux chimiques signalant la présence d'animaux herbivores
par exemple) (EL KALAMOUNI. C, 2010).
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5- Composition chimique des huiles essentielles

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales. Le terme « huile » vient de leur
caractére hydrophobe et leur propriété de se solubiliser dans les graisses, alors que le terme

« essentielle » fait référence a 1’odeur dégagée par la plante productrice.

v Les composés volatils des huiles essentielles

Les huiles essentielles constituent des mélanges complexes de composés organiques

possédant des structures et des fonctions chimiques tres diverses (GARNERO. J). Ces
composés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpenes. Seuls les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est
pas trop élevée, y sont rencontrés soit les monoterpenes (myrcéne, P-pinéne, y-terpinéne,
etc.), et les sesquiterpenes (E-caryophylléne, a-humulene) (Bakkali. F et al,.2008).
Rappelons ici que les terpenes sont des composés issus de 1’assemblage de plusieurs unités «
isopréniques » (CsHg), soit deux unités pour les monoterpenes (CioHig) (figure 2) et trois
pour les sesquiterpenes (CisH24) (figure 3). Et rarement, quelques diterpénes (CxoHs,) peuvent
se retrouver dans les huiles essentielles (BESOMBES. C., 2008). Plusieurs milliers de
composés appartenant a la famille des terpenes ont, a ce jour, été identifiés dans les huiles
essentielles (Modzelewska et al.,2005).

La réactivité des cations intermédiaires obtenus lors du processus biosynthétique des
mono et des sesquiterpénes explique l'existence d'un grand nombre de molécules dérivées
fonctionnalisées telles que des alcools (géraniol, a-bisabolol), des cétones (menthone,
camphor), des aldéhydes (citronellal, sinensal), des esters (acétate de cédryle) et des phénols
(thymol, carvacrol) (PIOCHON. M ., 2008).
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\“\u

Ly

Myrcéne (+)-p-Pinéne y-Terpinéne (+)-Camphéne Géraniol a-Terpinéol

Figure 2 : Exemples de structures de monoterpénes (PIOCHON. M., 2008).

B-Caryophylléne p-Bisaboléne a-Humuléne w-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 3 : Exemples de structures de sesquiterpenes (PIOCHON. M., 2008).

Une autre classe de composés volatils fréqguemment rencontrée dans les huiles
essentielles est celle des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 4) (Kurkin,
2003). Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline,
I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. lls sont davantage fréquents dans les huiles
essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil) et sont caractéristiques de celles du clou de
girofle, la vanille, la cannelle, le basilic, I'estragon (Bruneton, 1999).

J

i THD

HyGO . HiCO

o T
I

OCHs OH

Eugénol trans-Anéthole Vaniliine

Figure 4 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane (PIOCHON.
M. 2008).
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Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation,
de terpénes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent de I'auto-
oxydation des caroténes) et d'acides gras (les petites molécules odorantes, comme par
exemple le (3Z)- hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et

a-linolénique) (figure 5) (Bruneton, 1999).

/\\:/\\\/OH

3-cis -Hexenol B-lonone

Figure 5 : Exemples de structures de composes issus de la dégradation d'acides gras ou
de terpénes (PIOCHON. M., 2008).

v' Les chémotypes

Au sein d'une méme espéce de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents, par exemple le
romarin présente quatre chémotypes, romarin a cinéole, romarin a verbénone, romarin a
camphre, bornéol, et, parfois, romarin & myrcene (BESOMBES. C .2008). Ce polymorphisme
chimique existe aussi chez d'autres espéces a titre d’exemple: Origanum vulgare (Mockute et
al., 2001), Mentha spicata (Edris et al., 2003). Il est important de noter que des huiles
essentielles a chémotypes différents présentent non seulement des activités différentes mais
aussi des toxicités trés variables. Ce qui rend parfois la méconnaissance des chémotypes a
I'origine d'accidents graves (PIOCHON. M ,2008).

v" Les facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la
composition du sol sont autant de facteurs d'ordre environnemental susceptibles d'exercer des
modifications chimiques. Chez Salvia officinalis par exemple le rendement des huiles
essentielles augmente avec un deficit hydrique modéré, avec changement de la composition
chimique (Bettaieb. I et al ., 2008).
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L’étude de la variation de la composition chimique des huiles en fonction du cycle
circadien et des saisons a été menée par Celiktas. Y. O et al (2007). L'heure de la récolte du

mateériel végétal ainsi que le moment dans I'année sont en effet des facteurs importants.

L’influence de I’humidité et les différentes méthodes de séchage sur la composition

chimique des huiles essentielles extraites du romarin a été étudiée par Szumny. A et al (2009).

Bousbia. N (2009) a montré I’influence des méthodes d’extraction sur le rendement, la
composition et la qualité des huiles essentielles obtenues par deux méthodes d’extraction
appliquées au romarin, et O. Okoh a montré que les huiles essentielles obtenues par la
technique d’extraction sans solvant assistée par micro-ondes a partir du Rosmarinus officinalis
possédent une activité antimicrobienne plus importante que celles obtenues par
hydrodistillation classique. Cette différence de 1’activité est justifiée par la différence de la

composition chimique des deux huiles essentielles (Okoh. O.O et al., 2010).

Le stockage de la matiere premiére avant distillation peut également influencer la
composition et le rendement des huiles essentielles. Fantino. S. N a constaté des pertes
considérables des huiles essentielles lors d’un stockage prolongé de la matiere végétale au
congélateur, mais peu d’évolution de la composition. Par ailleurs le temps de stockage des
huiles essentielles aprés extraction tend aussi & modifier la composition de ces huiles. D’apres
A-S, Carette, les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois aprés leur obtention, car,
avec le temps, leurs propriétés tendent a décroitre (Fantino. S. N 1990) (Carette 2000).

6- Domaines d’application des huiles essentielles

v’ Parfumerie et cosmétique

Les huiles essentielles et les extraits des plantes aromatiques sont employés dans toute
une large gamme de parfums, cosmétiques et produits de beauté : eau de toilette, eau de
colonie, déodorants, creme de peau, rouge a levre, lotions, savons a raser... (Guenther E,
1972). Ces essences entrent dans la composition de ces produits grace a leur activité
antioxydante qui contribue a la protection de la peau, et servent a préserver ces cosmétiques

grace a leur activité antiseptiques, tout en leur assurant des odeurs agréables.
v" Industrie agroalimentaire

Les plantes aromatiques et les épices ont été utilisés depuis des siecles dans les

préparations alimentaires non seulement pour la saveur qu'elles apportent mais également
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pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques. Origan, thym, sauge, romarin, clou de
girofle sont autant de plantes aromatiques fréquemment utilisés comme ingrédients
alimentaires. Les huiles essentielles de ces plantes ont toutes une particularité commune: elles
sont riches en composés phénoliques comme l'eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces
composés possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous, il
est reconnu non toxique, et il est utilisé comme agent de conservation et arébme alimentaire

dans les boissons, friandises et autres préparations (PIOCHON. M 2008).

Des études in vitro ont démontré 1’activité antibactérienne des huiles essentielles vis-a-
vis de; Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et d’autres microorganismes (Kempf. M
et al., 2011). Ce qui a permet 1’identification d’un certain nombre de composés des huiles
essentielles ayant une activité inhibitrice comparable ou plus efficace que celle des
antibiotiques, comme le carvacrol, le thymol, I'eugénol, périllaldéhyde, cinnamaldéhyde et de

I'acide cinnamique.

Une autre étude mené sur ’activité antimicrobienne des huiles essentielles dans des
viandes fraiches, des produits de viande, des poissons, de lait, des produits laitiers, des
Iégumes, des fruits et de riz cuit a montré que la concentration nécessaire pour obtenir un effet
antimicrobien significatif est d'environ 0,5 a 20 ul/g dans les aliments et environ 0,1-10 ul /ml

dans les solutions pour lavage des fruits et légumes (Burt. S., 2004).

A. Singh (2003) a montré I’efficacité des huiles essentielles du thym et le clou de
girofle sur Listeria monocytogenes (Singh. A et al., 2003). Et Leonard. C. M a prouveé que les
huiles essentielles de Mentha spicata (menthe verte), Syzygium aromaticum (girofle), ainsi
que le nérol pur possédent des activités antibiofilm listeria ce qui les rendent de bons
candidats pour le développement ultérieur des désinfectants respectueux de I'environnement
(Leonard. C.M. etal., 2010).

Les effets inhibiteurs des huiles essentielles de Salvia officinalis et de Schinus molle
ont été évalués contre deux agents pathogénes d'origine  alimentaire appartenant  au
genre Salmonella. Bien que les activités antibactériennes des deux huiles essentielles dans la
viande de boeuf hachée ont été évidentes (Hayouni et al., 2008). De méme I’huile essentielle
de cannelle a montré une forte activité antibactérienne contre Salmonella, toutefois 1’activité

des huiles essentielles du romarin a été faible (Valverde et al., 2010). L’activité des huiles
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essentielles et des composés volatiles sur Salmonelle a été étudiée réecemment (Bajpai, V.K.,
etal., 2011).

Une autre étude récente a mis en évidence I’activité antifongique de quatre huiles
essentielles sur des levures isolées a partir du secteur alimentaire (Rentsenkhand T et al.,
2011).

v"Industrie pharmaceutique

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles
pour traiter un certain nombre de maladies. Beaucoup d’ouvrages décrivent des préparations a
base des huiles essentielles, diverses prescrites pour le traitement de plusieurs maladies.
Cependant, ces prescriptions ne possédent pas de bases scientifiques rigoureuses car elles
sont souvent tirées de pratiques empiriques (Valnet, 1986). Actuellement, plusieurs
publications scientifiques fondées utilisent les huiles essentielles et les extraits aromatiques ou
leurs composés majoritaires pour tester leurs effets in vitro ou on vivo sur des modeles

animaux. A titre d’exemple ;

v" Les antispasmodiques, tels que le gingembre (Thompson HJ et al., 2006). et la réglisse
(Sato Y, et al., 2007).

v Une étude sur les extraits de feuilles du romarin a prouvé I’activité neuroprotectrice
contre une neurotoxicité induite par 1’acrylamide chez des rats, ceci semble étre du a
I’activité antioxydante de I’acide caféique et rosmarinique (Waggas. M.Aet al., 2008).

v" Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan et
thym possédent de puissants composés antioxydants qui permettent la prévention du
stress oxydatif, qui survient lors de déséquilibres entre la production de radicaux libres
et d'enzymes antioxydantes, est qui est en relation avec I'apparition de maladies telles
que l'alzheimer, I'artériosclérose et le cancer (Edris, 2007).

v Une étude récente des huiles essentielles de certaines plantes médicinales de la région
Meknés-Tafilalet a montré qu’elles possedent une activité hypoglycémiante (EI
Amrani. F et al., 2010).
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7- Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

v" Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Depuis longtemps les vertus antimicrobiennes des huiles essentielles ont été utilisées,
mais cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises (Hala G.M et al., 2000). Parmi les études anciennes on note 1’étude faite
par Chamberland en 1887 de I’activité antimicrobienne des essences de cannelle, d’origan et
de girofle (Beylier-Maurel 1976), et qu’en 1919 Gatte Fosse a montré que le bacille de Koch

¢tait détruit en 5 minutes par une émulsion a 1% d’huile de pin (Rhayour. K., 2002).

Dans les années 1990, de nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés
antimicrobiennes des huiles essentielles des plantes aromatiques ont été apparus. A titre
d’exemple, Kato T a constaté que la listerine qui est une solution constituée d’huile essentielle
a base de thymol et d’eucalyptol posséde une grande activité bactéricide sur les
microorganismes de la salive et de la plaque dentaire (Kato T et al., 1990). D’autres travaux
ont démontré que les huiles essentielles et leurs composés majoritaires possedent un effet

antimicrobien vis-a-vis des bactéries a Gram — et a Gram+ (Dorman H.J.D. et al., 2000).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles des PAM et de leurs constituants est

décrite par plusieurs d’études récentes :

v Rosmarinus officinalis (Jiang.Y et al., 2011) (Hussain. A l. etal., 2011).

v' Salvia officinalis et salvia triloba (Delamare A. P. L. et al., 2007), (Bouaziz. M et al.,
2009).

v Activité antifongique du thym du Maroc (Thymus bleicherianus et Thymus capitatus )
(El Ajjouri. M et al., 2008).

v" Mentha spicata (menthe verte), et Syzygium aromaticum (girofle) (Leonard C.M. et
al., 2010).

v" Cinnamomum verum (cannelle) (Valverde et al., 2010).

v L’activité antivirale des huiles essentielles de I’Allium cepa L, Allium sativum,
Cuminum cyminum, Corriandrum sativum, Petroselinum sativum et Ocimum
basilicum contre le virus de type 1de I’herpés (HSV1) a été démontrée par (Romeilah
Retal., 2010).

v" Un travail a été consacré a 1’étude de I’activité fongitoxique (action fongistatique et

fongicide) des huiles essentielles sur la germination, la croissance myceélienne et la
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sporulation des dermatophytes responsables de multiples mycoses chez 1’homme.
Dans I’ensemble, les trois huiles essentielles testées de plantes aromatiques et
médicinales : thym (Thymus sature- joides L.), menthe pouliot (Menthe pulegium L.)
et romarin (Rosmarinus officinalis L.) présentent des activités inhibitrices sur la
germination des spores ou des arthrospores de tous les dermatophytes testés a des
concentrations allant de 0,001 & 4 % (Ouraini. D. et al 2005).

v' Sur 224 bactéries isolées d’infections hospitalieres Kempf. M a étudié leur sensibilité
vis-a-vis des composés a base des huiles essentielles issus de la recherche Aroma
Technologies. L’ensemble des résultats ont montré une activité antibactérienne
intéressante sur les bactéries testées. La plupart des souches étaient inhibées par des
concentrations de 0,2 %. Les valeurs moyennes les plus élevées étaient obtenues avec
des bactéries commensales de la flore intestinale, ce qui est un aspect particulierement
intéressant a exploiter dans cette étude (Kempf M. et al., 2011).

v" Les huiles essentielles de Boesenbergia pandurata pourrait étre considéré comme un
agent antifongique  naturel contre  les  infections a candida  albicans

(Taweechaisupapong. S et al., 2010).

8- Les extraits aromatiques de plantes

Les extraits de plantes contiennent des minéraux (phosphore, potassium, sodium,
calcium...) un grands nombre de composés organiques ; des lipides, des protéines, des
glucides, des vitamines et des polyphénols. La teneur en chaque type de composés organiques

dans ’extrait dépend principalement de la méthode d’extraction et du solvant utilisé.

Parmi ces constituants les polyphénols sont réputés pour leurs excellentes propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancérigenes, et antimicrobiennes (PEREZ M.E.G..,
2008).

v Les composés phénoliques

Un groupe largement distribué de métabolites secondaires sont les composes
phénoliques. 1l s'agit d'un groupe tres répandu qui est représenté par divers types de
composés. On définit les polyphénols comme des composés aromatiques portants plus qu'une

fonction hydroxyle sur un noyau benzénique (PEREZ M.E.G.., 2008).
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o Les phénols simples

Ce sont des phénols de structure simple, dont le squelette est basé sur le C6-C1 et au
maximum C6-C2 (Figure 6). Dans les plantes supérieures, ces composes dérivent de la voie

biosynthétique des phénylpropanes suivies par une dégradation du squelette C6-C3
initialement formé.

Une voie directe représentée par aromatisation de I'acide shikimique semble étre la voie

principale vers l'acide gallique, le précurseur des tanins hydrolysables (PEREZ M.E.G..,
2008).

OH OH o
OCH,
CH,
Phénol m-crésol Gavacol
COOH H (0]
COOH
OH
HO OH OCH,
OH OH
Acide salicylique Acide gallique Vanilline
COOH
P
H,C (6] GH,
OH OH
p-hydroxyacétophénone  acide p-hydroxyphénylacétique

Figure 6: Exemples de phénols simples et leurs dérivés (PEREZ M.E.G.., 2008).

Un autre groupe de polyphénols simples est constitué par les lignanes, formés de deux
unités phénylpropane liées entre-elles de différentes manieres. Quelques-uns d'entre eux

forment des structures dimeéres également présentes dans les molécules de lignine.
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o Les flavonoides

L'évolution des plantes vasculaires est directement liée au développement de la capacité
de lignification ou plus précisément a I'expansion du métabolisme phénylpropane (impliquant
I'acide shikimique comme intermédiaire obligatoire). Les flavonoides partagent la méme voie
de biosynthese que la lignine et sont représentés par des composés avec des squelettes C6-C3-
C6, c'est-a-dire a la base de phénylpropane. Leur structure moléculaire est caractérisée par un
squelette carboné de type diphényl 1,3-propane qui comprend 15 atomes de carbone répartis
en deux cycles benzéniques notés A et B reliés entre eux par la structure chromane a trois
carbones (C) (PEREZ M.E.G.., 2008).

Plusieurs sous-groupes de flavonoides existent selon le degré d'insaturation et

d'oxydation de I’hétérocycle : flavone, flavanone, flavane, isoflavones (Fengel et Wegener,

1984).

Les flavonoides existent généralement dans la nature sous forme hydroxylée et
combinés & diverses molécules, ce qui explique la grande variété de ces composés (Figure 7).
La présence de glucides ou de groupements méthyle sur les hydroxyles phénoliques est trés
fréquente. Pour la plupart des flavonoides, la chaine aliphatique propane est incluse dans un
hétérocycle pyrane. Toutefois, il existe d'autres molécules pour lesquelles la chaine propane,
qui relie les deux cycles A et B, présente des squelettes différents a savoir : chalcones,
aurones, isoflavones (figure 8)
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Figure 7: Familles des flavonoides (PEREZ M.E.G.., 2008).
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Figure 8: structure d'autres types de flavonoides (PEREZ M.E.G.., 2008).

Les glycosides (héterosides) des flavonols, principalement ceux du kaempherol, de la
quercétine et de la myricétine représentent les polyphénols prédominants dans les feuillages

des plantes vasculaires (Figure 9) (Stevanovic, 2005).
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Figure 9 : Flavonols prédominant dans les feuillages des plantes vasculaires (PEREZ
M.E.G.., 2008).

Les flavonoides jouent un rdle dans la pigmentation des plantes, la fixation du diazote
atmosphérique par les plantes légumineuses, la défense chimique contre les prédateurs
(phytoalexines) et la reproduction des plantes (PEREZ M.E.G.., 2008).

o Lestannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques, solubles dans l'eau. En plus de
présenter les réactions caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter
les alcaloides, la gélatine et les autres protéines (Stevanovic, 2005). Cette réactivité avec les
protéines est a l'origine des propriétés tannantes qu'ils exercent sur le collagene de la peau au
cours de la transformation de la peau en cuir, la rendant imputrescible et moins perméable a
I'eau. Les tannins sont trés répandus dans le monde végétal, leur teneur et leur nature varient

d'une espece a l'autre.
v"Activités biologiques des polyphénols :

Plusieurs études épidémiologiques dont la célebre ZUTPHEN Study aux Pays-Bas
indiquent qu’il existe une association inverse entre la consommation d’aliments riches en
polyphénols et I’incidence de cancer et des maladies cardiovasculaires (Pincemail. J et al.,
2007). La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies, telles que le cancer, 1’ischémie cardiaque, 1’athérosclérose et

I’hypertension. Ceci peut-étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité de
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modifier de nombreux facteurs impliqués dans la genése de ces maladies (Martin S.et al.,
2002).

L’effet antiprolifératif des polyphénols a été décrit par Bennani. H (2009), en étudiant
I’impact de I’huile d’argan sur le cancer de la prostate. Egalement plusieurs travaux ont
montré le role des flavonoides dans la désactivation des radicaux libres & cause de leurs
structures permettant le piégeage des radicaux libres et de présenter par conséquent des

activités antioxydantes trés importantes (Martin. S et al., 2002) (El Hajaji H. et al., 2011).

De nombreuses études ont montré que les flavonoides sont dotés d’activités anti-
inflammatoires, vasodilatatrices, cardioprotectrices, neuroprotectrices, cestrogéniques
(Harborne et Williams, 2000). L’une de leurs fonctions indiscutables est leur role de
protection des végétaux contre les invasions microbiennes. Ceci n’est pas seulement le fait de
leur présence dans les plantes en tant que constituants, mais aussi celui de leur accumulation
comme phytoalexines en réponse aux attaques fongiques, bactériennes ou virales (Grayer et
Harborne, 1994 ; Harborne, 1999).

Enfin, les études menées sur 1’activité antimicrobienne des extraits des plantes ont
montré que celle-ci est due principalement aux flavonoides. A titre d’exemple les travaux de
Hrikrishna (2004), ont prouvé le pouvoir antimicrobien d’un flavonoide glycoside’’ prunine-
6-O-p-coumarate’’ contre deux bactéries a Gram + (Bacillus subtilis et Staphylococcus albus)
et deux bactéries & Gram- (Escherichia coli et Proteus vulgaris) (Hrikrishna et al., 2004). Et

(Sati S.C et .Joshi S.2011). qui a étudié I’activité antifongique des extraits de plantes.
I11-  Généralités sur les techniques d’extraction

Parmi de nombreuses techniques d’extraction des huiles essentielles, la distillation est
la méthode la plus ancienne et également la plus utilisée. D’autres techniques plus récentes
ont été¢ développées afin d’améliorer le rendement ou la qualité des huiles essentielles
extraites, diminuer le temps d’extraction, réduire la quantité du solvant utilisé, et accélérer la
cinétique d’extraction (BESOMBES. C ,2008).
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1. Ladistillation

Dans un premier temps, I’extraction des huiles essentielles s’est faite en plongeant la
matiére premicre dans 1’eau qu’on porte ensuite a ébullition, c’est I’hydrodistillation (figure
10). Par la suite, la matiére premicre et 1’eau ont été séparées : soit 1’eau est placée au fond de
la cuve avant d’étre portée a ébullition pour qu’un courant de vapeur d’eau traverse la matiéere
premicre, c’est la vapo-hydrodistillation ; soit la vapeur d’eau est générée dans une chaudiére
a D’extérieur de 1’alambic, technique dite vapo-distillation. Dans ces divers cas, la vapeur
d’eau chargée d’huile essentielle est dirigée vers un condenseur formé généralement d’un
serpentin, a tubes paralléles, dans lequel circule de I’eau froide. Une fois condensées, eau et
huile essentielle sont acheminées vers un essencier ou vase florentin. Dans ce dernier, nous
obtenons deux liquides, non miscibles : I’eau aromatisée et I’huile essentielle. La séparation

se fait ensuite par une simple décantation (BESOMBES. C ,2008).

EAU FROIDE

Essence
Hydrolat ng ¥

ESSENCIER

Figure 10 : Alambic simple a feu nu (BESOMBES. C ., 2008).
2. Pression a froid

La pression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes (figure 11).
Le principe de ce procédé mécanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches en huiles
essentielles. Celles-ci ainsi libérées sont entrainées par un courant d’eau. Une émulsion

constituée d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation.
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Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure 11 : Schéma du montage de la pression a froid (FARHAT. A ., 2010).

L’utilisation de grandes quantités d’eau dans cette technique peut altérer les qualités des
huiles essentielles, par hydrolyse, par dissolution des composés oxygéneés et par transport de
micro-organismes. C’est pour cette raison que les constructeurs cherchent a s’affranchir de
I’utilisation de 1’eau lors d’une telle extraction. Ainsi, pour éviter ces altérations, de nouveaux
procédés physiques usuels sont apparus qui sont basés sur 1’ouverture des sacs oléiféres par
éclatement sous I’effet d’une dépression, ou I’utilisation du principe de 1’abrasion de I’écorce

fraiche (FARHAT. A ., 2010).
3. Enfleurage

Cette technique est employée en parfumerie. Elle est fondée sur I’affinité qui peut
exister entre les corps gras et les huiles essentielles. En effet les huiles essentielles sont
absorbées par les corps gras, souvent a froid (enfleurage a froid) ou a 1’état fondu (liquide)
par chauffage (enfleurage a chaud). B. M. Lawrence donne des indications précises sur cette
technique (BESOMBES. C ,2008).

L’enfleurage a froid est particulierement adapté aux fleurs fragiles (jasmin, tubéreuse,
...), alors que I’enfleurage a chaud et réservé aux fleurs moins fragiles, comme la rose
centifolia, la violette, la fleur d’oranger et la cassie. Le corps gras utilisé est souvent de la
graisse animale raffinée. Le produit obtenu dans les deux cas est appelé pommade florale, qui
peut subir, par la suite, une extraction par I’alcool afin d’avoir une absolue (LUCCHESI.
M.E., 2005) (BESOMBES. C ,2008).
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4. Extraction assistée par micro-ondes

v" Micro-ondes

Les micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques qui occupent,
dans le spectre électromagnétique (figure 12), une bande de fréquence de trois décades de 300
GHz a 300 MHz. Les longueurs d’ondes associées s’étalent de 1 millimétre a 1 métre. La
fréquence la plus utilisée est de 2450 MHz correspondant a la fréquence de la majorité des
magnétrons des fours micro-ondes de cuisine ayant une puissance de 600 a 1000 Watts et une
longueur d’onde dans 1’air de 12,2 cm (LUCCHESI. M.E., 2005).

Rayons X | Ultra -violet | Visible Infra -rouge Micro -ondes | Ondes Radio
pam | | | | |
01A 10 nm 04pm 08 pm 0,75 mm Im
longueur d’onde
‘. L I I I | [
31012 31010 3108 3106 3104 3102
fréquence MHz)

Figure 12 : Spectre électromagnétique (LUCCHESI. M.E., 2005).

v" Le chauffage micro-ondes

Des matériaux capables de s’échauffer sous 1’action des micro-ondes sont ceux
composés de molécules formant des dipbles électriques (matériaux électriquement neutres

mais ayant une répartition dissymétrique de leurs charges ioniques partielles) (LUCCHESI.
M. E., 2005).

Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est complétement inversé par
rapport au chauffage conventionnel. Le transfert de chaleur classique se transmet de
l'extérieur vers I’intérieur du récipient. Sous chauffage micro-ondes, le volume traité devient
lui méme source de chaleur. On parle de dégagement de la chaleur de I’intérieur vers

I'extérieur du récipient. La figure 13 illustre les deux modes de chauffage (LUCCHESI.M .E
2005).
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Chauffage par micro-onde Chauffage classique

Transfert de chaleur

—_—

Figure 13 : Transfert de chaleur sous chauffage classique et sous chauffage par micro-
onde (FARHAT. A., 2010).

Les techniques d’extraction utilisant la technologie microondes sont trés nombreuses.
L’entrainement a [’air assisté par micro-ondes « Compressed Air Microwave Distillation
(CAMD) » a été propose en 1989 par Craveiro, comme la premiére technique d’extraction
des huiles essentielles sous chauffage micro-ondes (A.A. Craveiro et al., 1989). D’autres
techniques ont été développées, 1’hydrodistillation assistée par micro-ondes « Microwave
Assisted Hydrodistillation (MAHD) » qui a été développé par Stashenko. E. E et al (2004), et
d’autres ont été brevetées telle que, 1’hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravité «
Microwave Hydrodiffusion and Gravity (MHG) » qui a été brevetée par Chemat F. et al
(2008).

Les avantages de ces variantes par rapport aux méthodes d’extraction classiques

peuvent étre résumes ci-dessous :

% Quantitatif : des rendements similaires ou parfois meilleur a ceux obtenus par les
méthodes classiques (Romanik G. et al., 2007)

«+ Qualitatif : les huiles essentielles obtenues présentent une proportion plus importante
de composés oxygénés (Okoh O.0. et al., 2010)

¢ Temps d’extraction: le procédé se réalise avec un court temps d’extraction (Romanik.
G et al., 2007)

¢ Economique : Comme le temps d’extraction est réduit, le procédé est plus économique

en temps et en énergie et par la suite en co(t
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«+ Environnemental : dans le cas des techniques assistée par micro-ondes sans solvants le
systéme n’utilise ni du solvant organique ni de I’eau. (LUCCHESIe M.E. et al.,,
2004).

5. L’extraction assistée par ultrasons

L’utilisation des ultrasons pour I’extraction sur les matrices végétales ou alimentaires
est un nouvel outil permettant d’augmenter les rendements et/ou d’accélérer les cinétiques
d’extraction. Ces améliorations peuvent étre attribuées a 1’amélioration de la diffusion des
substances dissoutes de 1’intérieur de la cellule vers le milieu d’extraction. Les premiéres
applications ont été liées a la détermination des métaux dans les aliments. Les applications
couvrent aujourd’hui I’extraction de nombreux autres composés comme les ardmes, les

antioxydants, les huiles et les colorants (tableau 2) (Veillet , 2009).

Cette technique est apparue en 1950, avec des équipements de taille laboratoire. Elle
représente une adaptation de 1’hydrodistillation pour les huiles essentielles ou de I’extraction
par solvants organiques pour les extraits aromatiques. En effet, la matiére premiere est
immergée dans I’eau ou dans le solvant, et dans le méme temps elle est soumise a 1’action des
ultrasons. Cette technique peut étre utilisée pour I’extraction des huiles essentielles, mais elle
a surtout été développée pour I’extraction de certaines molécules ayant un intérét

thérapeutique (Veillet S., 2010).

Tableau 2 : Extraction assistée par ultrasons de saveurs et ardmes (Veillet S., 2010).

Matrice Analytes Conditions d’extraction
Brandy et vin | Composeés US, 20 °C, 3-étapes d’extraction CH2 CL2. TS : 3*10
rouge aromatiques min.
Valeurs moyennes (pg/l) : 291 (linalol), 248 (a-
terpinéol), 397 (citronellol)
Graines de Carvone et US, 20 KHz, 150 W, 20 °C, n-hexane. TS : 60 min. Rd
carvi limonene (mg/qg) : 17 (carvone) 16 (limoneéne).
Vanille Vanilline US, 20 KHz, 750 W, 25 °C, EtOH or EtOH/H20.
TS:1-2 min.
Safran Safranal US, 35 KHz, 25 °C, H20 : Et20. TS : 5*10 min. Rd :
Safranal entre 40.7 and 647.7 mg/100g safran
Miel Composés US, 25 °C, H20, n-pentane : Et20, TS : 2*10 min.
aromatiques
Mout de vin | Composes US, 48 KHz, 20 °C, 3-étapes d’extraction avec
aromatiques CH2CL2. TS : 3*10 min.
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La technologie basée sur les ultrasons est utilisée dans de nombreux procédés tels que,
la cuisson, la congelation, la cristallisation, le séchage, le dégazage, la filtration, le
démoulage, la destruction de la mousse, 1I’émulsification, et les techniques d’extraction
(Chemat. F et al., 2011). Aujourd’hui de multiples équipements industriels existent sur le

marché (figure 14)

500 L

Figure 14: Equipements ultrasoniques industriels : 50, 500 and 1000 | (Chemat. F et al.,
2011)

v Phénomene de cavitation généré par les ultrasons

Lorsque des ultrasons se propagent a travers un liquide, les oscillations des molécules
provoquent la formation des zones de compression et de dépression ou de raréfaction (figure
15).
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Molécules d’'un milieu élastique

Onde
sonore

Ondes de compression
se propageant dans le
milieu

Zones de
raréfaction

Figure 15 : Propagation de ’onde sonore dans un milieu (Veillet. S, 2010).

Des variations de pression entre phases de compression et de raréfaction sont générées,
ce qui impligue des mouvements moléculaires induisant des distensions et des
rapprochements entre des groupes de molécules. Lors de cycles de raréfaction la distance d

augmente (figure 16).

rarefaction

compression

compression rarefaction

Figure 16: Cycles de compression et de raréfaction induits par une onde sonore (Veillet.
S, 2010).
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Chaque milieu liquide posséde une distance moléculaire d critique au dessous de cette
distance le liquide reste intacte, mais au dessus de ce seuil caractéristique, les forces
maintenant la cohésion du liquide sont vaincues et des bulles de cavitation contenant de la
vapeur du liquide et des gaz dissous apparaissent. Ce phénomeéne est appelé la cavitation
(Veillet. S, 2010) (Chemat. F et al., 2011).

6. Autres techniques d’extraction

Il ya d’autres techniques employées pour I’extraction des molécules d’intéréts a partir

des plantes ;
v' Extraction par solvant organique

L’extraction par solvants organiques volatils reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane, 1’éthanol, méthanol et

moins fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone.
En fonction de la technique et du solvant utilisé on obtient (AFNOR) :

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

o Des alcoolats : extraction avec de 1’éthanol dilué

o Des teintures ou solutions non concentrées obtenues a partir de matieres premiéres
traitées par 1’éthanol ou des mélanges éthanol/eau

o De résinoides ou extraits éthanoliques concentrés

o Des oléorésines et des concretes qui sont respectivement des extraits a froid et & chaud

au moyen de solvants divers.

L’emploi restrictif de 1’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son
codt, les problemes de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection
de I’environnement (LAGUNEZ R. L 2006).

v" Extraction soxhlet

L’extracteur de Soxhlet un appareil spécialement congu pour l'extraction continue
solide liquide. Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de
matériel végétal (Photo 1). Cette cartouche est fixée sur un réservoir a siphon et elle est
surmonté d’un réfrigérant. Le solvant (5 a 10 fois la quantité de I'échantillon solide & extraire)

est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution
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collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en solutés a chaque cycle d'extraction et le
mateériel végétal est toujours en contact avec le solvant. L’extraction est terminée lorsque le
solvant d’extraction devient de plus en plus clair ¢’est-a-dire sans une proportion significative
de solutés (LAGNIKA. L 2005).

Cette technique permet une récupération haute, mais a un certain nombre de lacunes, y
compris I'extraction a long temps, grande consommation de solvants et de I'énergie électrique
(Romanik. G et al., 2007).

Photo 1: Extracteur Soxhlet (INPMA).

v’ Extraction par des fluides supercritiques

Les fluides supercritiques possedent la capacité de pénétrer I’échantillon de matériel
végétal presque aussi bien que des gaz, ce qui résulte de leur coefficient de diffusion élevé et
une faible viscosité. Dans le méme temps, leur pouvoir de dissolution est semblable aux
liquides. L'agent le plus couramment utilisé et le dioxyde de carbone, en raison de son faible
codt, faible toxicité, et a des parametres critiques favorables (Tc = 31,1° C, Pc = 74,8 atm). Le

CO, comme une substance non polaire est capable de dissoudre les composés apolaires et
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modérément polaires. Un mélange de CO, avec des maodificateurs (solvants organiques

polaires) est utilisé pour I'extraction de substances polaires.

Les avantages les plus importants de I'extraction en utilisant les liquides supercritiques
comprennent: la réduction considérable du volume de solvant utilisé, du temps d'extraction et

la facilité d'automatisation (Romanik. G et al., 2007).
V- Techniques d’analyse chimique des huiles essentielles

L’analyse chimique des huiles essentielles permet d’identifier et de quantifier ses
constituants. Les progres des méthodes analytiques permettent d’identifier rapidement un trés
grand nombre de composés. En effet, la CPG est la méthode de référence utilisée pour
analyser les huiles essentielles (Lehotay et al., 2002), elle permet 1’analyse de mélanges, qui

peuvent étre tres complexes, de nature et de volatilité trés variées (Arpino et al., 1995).
v’ La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux
ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. C’est la technique de
séparation la plus utilisée pour I’analyse de la composition chimique des huiles essentielles,
car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de
I’ordre du millilitre voire du microlitre. Les progres technologiques réalisés dans le domaine
des colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs a ionisation de flamme
(FID) ont contribué a rendre la CPG incontournable pour I’analyse des huiles essentielles
(PAOLINIL. J, 2005).

Chaque constituant est caractérisé par un indice calculé a partir d’une gamme d’alcanes
ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, dans les mémes conditions d’analyse des
échantillons (indice de Kovats) (Kovats E., 1965) ou en programmation de température
(indices de rétention) (Van Den Dool H et al., 1963). Les temps de rétention, bien que
spécifiques d’un composé, ont tendance a varier d’une analyse a I’autre, notamment du fait du

vieillissement des colonnes (PAOLINI. J, 2005).
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v' Couplage chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de
masse (CG/SM)

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progres accomplis dans le
traitement en temps réel du signal, la constitution de banques de données de spectres de masse
et le développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un composé inconnu
avec ceux répertoriés dans la banque sont a I’origine de la généralisation de I’usage de la
CG/SM dans les laboratoires d’analyse des composés aromatisants. La CG sur colonne
capillaire constitue une excellente méthode d’introduction de 1’échantillon dans Ie
spectrometre de masse. Ainsi, la colonne capillaire est directement couplée a la source d’ions

permettant I’ionisation en impact électronique (FERNANDEZ. X).
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I. Matériel biologique

1- Matériel végétal

Trois plantes aromatiques et médicinales ont été sélectionnées sur la base des
recherches bibliographiques, elles ont été identifiées par le botaniste de I’institut des plantes

médicinales et aromatiques a Taounate (INPMA), Pr. Abdeslam ENNABILI.

La recolte des parties aeriennes de ces plantes a été effectuée au jardin de ’'INPMA
pendant le mois de février (14/02/2011), sous le contrdle et la direction de I’ingénieur

responsable du Jardin :

Salvia officinalis |_.

Lamiaceae

Photo 2: La sauge officinale : Salvia officinalis (INPMA)

Rosmarinys ofﬁcfna/is 3

Photo 3 : Le romarin: Rosmarinus officinalis (INPMA)
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Lavandula stoechas L.

LamiaCeae
INP480

Photo 4: La lavande stéchade: Lavandula stoechas (INPMA)

2- Matériel microbiologique

Onze souches bactériennes ont été utilisées dans ce travail, parmi elles neuf souches de

référence et deux souches de I’institut Pasteur (tableau 3)

Tableau 3:Souches bactériennes test

Code Souche

H E.coli HB 101

Ecl E.coli 0128B12

Ec2 E.coli CIP 5412

AL E.coli AL52

DHSa E.coli DH5a

Ps1 Pseudomonas aeruginosa A22

Ps2 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bsl Bacillus subtilis IL B142B

Bs2 Bacillus subtilis IL P1428B

Sal Staphylococcus aureus ATCC 25922
Sa2 Staphylococcus aureus CIP 543154
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Il. Techniques d’extraction
1. Macération
Les parties aériennes des plantes récoltées ont été séchées et broyées.
e Délipidation par I’hexane :
Une quantité de la matiére végétale séchée et broyée est mise dans un erlenmeyer et
rajoutée d’un certain volume d’hexane (tableau 3). Le mélange a été soumis a une agitation a

température ambiante pendant 2 heures. Puis il est filtré et le solvant a été évaporeé sous vide a

I’aide d’un rotavapor.
e Macération par méthanol :

La matiere végeétale délipidée a été ensuite mélangée avec du méthanol (tableau 4). Le
mélange a été agité pendant 10 h a température ambiante, aprés filtration le solvant a été
évaporé sous vide. L’extrait obtenu est pesé et le rendement par rapport a la matiére séche est

calculé.

Tableau 4: Masse de la matiere végétale et volume du solvant utilisés pour la macération

Matiere végétale seche (g)

Volume d’hexane (ml)

Volume de méthanol (ml)

50 g (Salvia officinalis) 300 300
100 g (Rosmarinus officinalis) 350 300
50 g (Lavandula stoechas) 300 300

2. Sonication :

La matiere végétale séche broyée a été soumise a une extraction par ultrasons en

utilisant le méthanol.

A 50 g de la plante séchée et broyée, 200 ml de méthanol ont été rajoutés, 1’ensemble a

été soumis a la sonication (Photo : 5)
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Photo 5 : Extracteur par ultrasons

Deux sonications | et Il ont été réalisées avec les parameétres suivants (tableau 5), et chaque

sonication a été répétée deux fois :

Tableau 5: Paramétres de la sonication

Parameétres Sonication | Sonication |1
Fréquence 35 KHz 130 KHz
Puissance 100% 100%

Fonction Normale Normale
Température 30 C° 30C°

Temps 45 min (3*15 min) 45 min (3*15 min)

Les mélanges ont été filtrés, le solvant est évaporé sous vide, I’extrait obtenu est pesé, mis

dans un flacon et le rendement par rapport a la matiére séche est calcule.

e NB : tous les extraits obtenus ont été conservés a 4°C, a I’obscurité.
e Calcul du rendement :

M(ext)

Rdt (%) =
Ms

*100

Rdt (%): Rendement

M (ext) : Masse de I’extrait obtenu
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Ms : Masse de la matiere végétale seche
3. Hydrodistillation

Les parties aeriennes fraiches des plantes Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis et

Lavandula stoechas, a été soumise a une hydrodistillation a 1’aide d’un appareil Clevenger.

NB : Pour Lavandula stoechas, les huiles essentielles des boutons floraux ont été extraites

séparément de celles des tiges et des feuilles.

Une masse déterminée de la plante fraiche est introduite dans un ballon unicol et
rajoutée de 1’eau distillée, ’ensemble est porté a ébullition pendant 3 heure. Le volume de

I’huile essentielle obtenue est déterminé. Deux répétitions ont été réalisées.
L’huile essentielle récupérée a été stockée a 4 °C a I’obscurité.

Tableau 6: Quantité de la matiére végétale fraiche hydrodistillée

Salvia officinalis Rosmarinus Lavandula stoechas
officinalis
Partie distillée Aérienne Aérienne Tiges et feuilles | Boutons floraux
Masse (g) 200 200 200 130

Photo 6: dispositif de I'hydrodistillation

Pour calculer le rendement par rapport a la matiére séche, il est nécessaire de calculer

d’abord le pourcentage d’humidité spécifique a chaque plante. 20g de I’échantillon de Ia
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matiére fraiche de la plante destiné a I’hydrodistillation ont été placés dans 1’étuve réglé a 100

°C, apres 24 heures la matiére seche est pesée.
Deux répétitions on été réalisées pour chaque échantillon.

e Calcul de I’humidité H(%)

H (%) = [MEMS_1x100
Mf

Mf et Ms sont respectivement les masses de la plante a 1’état frais et a 1’état sec.
e Calcul du rendement en huile essentielle :

Il est exprimé en ml de distillat pour 100 g de la matiere seche par la relation suivante :

Rdt (%) = [L*1001+[ av ~*100]

Rdt (%): rendement en huiles essentielles en (ml/g)
V: volume d’huiles essentielles recueilli
AV: erreur sur la lecture

Ms: masse de la matiére végétale seche

[11.  Analyse chimique des extraits aromatiques

1. Révélation de la présence des flavonoides

La présence ou I’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par

un test simple et rapide (Karumi et al. , 2004).

Le test consiste a ajouter a Iml de I’extrait méthanolique, I1ml d’alcool chlorhydrique

(HCI, éthanol, eau distillée), des copeaux de magnésium meétallique, et 0.2 d’alcool
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isoamylique. Laisser agir 3 min et observerer le changement de la couleur. La présence de
flavonoides est confirmée par la coloration rose orangée (flavones), rose violacée

(flavonones), rouge (flavonols, flavononols).

2. Dosage des polyphénols totaux

e Principe:

Les polyphénols totaux peuvent étre dosés par le réactif de Folin-Ciocalteu (EI Hajaji.
H et al., 2011).

En milieu basique, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les groupements oxydables des
composés phénoliques présents dans 1’échantillon a doser. Les produits de réduction (oxydes
métalliques W8023 et Mo8023) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité des polyphénols totaux présents dans 1’échantillon
(Veillet. S., 2010).

La quantification des polyphénols totaux a été¢ faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage réalisée par ’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les échantillons. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide

gallique par g d’extrait méthanolique.
e Préparation de la solution de NaCOs :

200 g de carbone de sodium anhydre ont été dissouts dans 800 ml d’eau distillée et
porter a ébullition. Apres refroidissement quelques cristaux de NaCO3 ont été ajoutés, et apres

24 h on filtre et on ajoute de 1’eau distillée a 1 litre.
e Préparations des solutions d’acide gallique :

Dans une fiole jaugée de 100 ml, 0.5 g d’acide gallique ont été dissouts dans 10 ml
d’éthanol et diluées au volume avec de 1’eau distillée d’une fagon a obtenir des concentrations
de 500 mg/l, 250 mg/l, 150 mg/l, 100 mg/l et 50 mg/I.

e Courbe d’étalonnage :

Une courbe d’étalonnage qui va servir pour la transformation des densités optiques lues
a partir du spectrophotometre en concentrations de polyphéenols totaux, a été réalisée avec la

mesure de la densité optique des solutions de différentes concentrations d’acide gallique.
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e Mode opératoire

Apres solubilisation de 4 mg de I’extrait dans 4ml d’eau distillé, 20 pl de cette solution
ont été ajouté a 1.58 ml d’eau distillé et 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu, aprés 5 minutes
300 pl d’une solution de NaCO3 (préalablement préparée) sont ajoutés, le mélange a été agité

et incubé a température ambiante pendant 2h. L’absorbance a 765 nm et ensuite mesurée.

IV. Analyse chimique des huiles essentielles

1. Chromatographie en phase gazeuse/FID

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles ont été effectuées sur une
colonne en phase gazeuse de type RTX-440, apolaire (30 m* 0.32 mm, 0.25 pm épaisseur du
film).

L’appareil est équipé par un détecteur a ionisation de flamme (FID) alimenté par un

mélange de gaz H2/air. Le gaz vecteur utilisé est I’azote avec un débit de 1ml/min.

L’injection est assurée par un injecteur PVT (Température de Vaporisation
Programmeée) de type split-splitless. Le mode d’injection est split (fluide : 1/50, débit : 66

ml/min), le volume injecté est 1 pl.

La température au niveau de I’injecteur est réglée a 50 °C. Elle reste constante pendant
5 min jusqu'a I’élimination du solvant qui accompagne 1’échantillon injecté. L’injecteur est
porté ensuite a 250 °C a raison de 4°C/min avec un plateau de 5 min pour la température

initiale et de 10 min pour la température finale.

L’appareil est piloté par un systeme informatique de type <> ChromQuest *’, gérant le
fonctionnement de D’appareil et permettant de suivre [’évolution des analyses

chromatographiques (Photo 7)

48



Mémoire de fin d’études | Master Biotechnologie Microbienne

Photo 7: chromatogarphe gazeux /FID (CURI)

2. ldentification des composes volatils des huiles essentielles

L'identification d'une substance peut étre facilitée par la connaissance de son indice de
Kovats qui est une valeur caractéristique pour une phase stationnaire donnée. Ce systeme est
basé sur une notion de rétention relative. Il compare la rétention d’un produit quelconque a

celle d’un alcane linéaire.

Il a été calculé a partir des temps de rétention fournis par les chromatogrammes des
huiles essentielles et le chromatogramme obtenu en injectant un mélange d’alcanes de C9 a
C23 dans les mémes conditions opératoires que celles des huiles essentielles. L'indice de

Kovats IK d'un produit inconnu x est donné par la formule suivante :

TRx - TRn
TRn+1 - TRn

IK = [ +n]*100

Avec :

IK : indice de Kovats
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TRx : temps de rétention réduit d’un composé X inconnu

TRn : temps de rétention réduit de I’alcane a n atomes de carbone qui sort juste avant le
composé X

TRn+1 : temps de rétention réduit de I’alcane a (n+1) atomes de carbone qui sort juste apres
le composé X

La technique d’identification des composés des huiles essenticlles en se basant sur leurs
indices de Kovats est largement utilisée dans de nombreux travaux (Derwich et al ., 2010)(E.
Derwich et al., 2010). Une table des indices de Kovats spécifiques a chaque produit sont
proposés dans la littérature (Adams ; Essentiel Oil Components by GC/MS). Ces indices de

références ont été comparés a ceux calculés a partir de nos échantillons.

V. Activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits
aromatiques

Pour étudier [D’activité antibactérienne des huiles essenticlles et des extraits
méthanoliques obtenus, on a choisi la méthode de diffusion sur disques, ou méthode de
Vincent, appelée aussi technique de 1’antibioaromatogramme (Rhayour. K, 2002). Dans cette
méthode, on a utilisé des disques de papier Wathman de 5 mm de diametre, imprégnés par un
volume connu de I’huile essentielle ou de I’extrait méthanolique et déposés a la surface d’un
milieu gélosé préalablement ensemencé en surface par la suspension bactérienne. Apres
incubation, la lecture des résultats a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition

en mm.

1. Preparation des suspensions des souches bactériennes

Onze souches bactériennes ont été utilisées dans ce travail, parmi elles neuf souches de

référence et deux souches de I’institut Pasteur (tableau 3)

A partir des souches stockées dans le glycérol a -80°C, des cultures liquides dans le
milieu LB ont été préparées, puis des boites de pétri ont été ensemencées et incubées pendant

24 h a 37 °C. Ces boites ont été utilisées pour la préparation des cultures liquides d’une nuit.

2. Préparation des solutions des extraits aromatiques

Les extraits méthanoliques obtenus par macération et par sonication ont été dissouts
dans le DMSO a 2%, afin d’avoir une concentration de 500 mg/ml. Les solutions obtenues ont

été stockés a 4°C a 1’obscurité.
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3. Méthode de diffusion sur disques

Des boites pétri contenant du milieu LB stérile ont été étalées par 100 ul de la culture

bactérienne, les disques de papier Wathman (5 mm) stériles ont été déposés et imbibés par 10

ul de ’extrait. Les témoins négatifs ont été réalisés par le

DMSO a 2%.

Pour les huiles essentielles, les disques ont été imbibés par des volumes variables 5 pl,

10 i, 15 pl. Un seul disque est dépose par boite. Les témoins négatifs on été réalisés par

dépdt des disques stériles.

L’incubation des boites a été effectuée a 37 °C pendant 24 h. La lecture des résultats est faite

par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition en mm.

Plantes : (partie aérienne)

Rosmarinus officinalis -

’ Salvia Officinalis Récolte #| Sechage

Recolte Lavandula stoechas \b
Broyage

Hydrodistillation
Sonication Macération
e 130 KHz [ 35 KHz /

Révélation des

flavonoides

Y

Dosage des polyphénols totaux

- Activité antibactérienne

<

Figure 17: Schéma résume de la partie expérimentale
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. Résultats de I’extraction

1- Macération

Les rendements de la macération par I’hexane (solvant apolaire) ont été¢ importants
pour la sauge et le romarin (Tableau 7). Ce qui refléte la teneur en lipides élevée par rapport a

la lavande stéchade.

Le méthanol est le solvant le plus polaire, il permet I’extraction d’une grande fraction
des composés organiques a partir de la matiere végétale notamment les antioxydants. Ce qui
explique les rendements supérieurs a ceux obtenus par I’hexane (Rosangela. A. J et al., 2007).
Le romarin et la sauge présentent toujours des rendements supérieurs, 15,8 et 13,88 %
respectivement ce qui refléte leur richesse en composes extractibles par rapport a la lavande
stéchade (9,78 %).

Tableau 7: Résultats de la macération

Plante Poids de la Solvant Poids de Rendement (%)
plante (g) I’extrait (g)
Salvia officinalis | 50 Hexane 2.15 4.3
Méthanol 6.94 13.88

Rosmarinus 100 Hexane 3.4 3.4

officinalis Méthanol 15.8 15.8

Lavandula 50 Hexane 0.88 1.76

stoechas Méthanol 4.89 9.78

2- Sonication

L’extraction par ultrasons avec le méthanol a donné des rendements de 4% a 12%
(tableau 8). La sauge et le romarin présentent les rendements les plus élevés par rapport a la

lavande.

La sonication réalisée avec 35 KHz a montré une efficacité d’extraction plus importante
que celle réalisée avec 130 KHz. Cette différence se voie en comparant les rendements des

trois plantes obtenus par ’utilisation de ces deux fréquences.
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Tableau 8: Rendements obtenus par la sonication (35 KHz) et (130 KHz)

Plante Sonication Sonication
(35 KHz) (130 KHz)

Salvia 11.78 5.18

officinalis

Rosmarinus 8.7 5.5

officinalis

Lavandula 4.59 3.96

stoechas

La comparaison des rendements obtenus par sonication et par macération, montre que
cette derniére a donné des rendements supérieurs a ceux obtenus par sonication (tableau 9).
Cependant des études ont montré que la sonication peut étre plus efficace que la macération si

les conditions de I’extraction sont optimisées.

Tableau 9: Comparaison des rendements obtenus par macération et par sonication

Plante Rendement (%) Rendement (%) Rendement (%)
macération sonication (35 KHz) sonication (130 KHz)

Salvia officinalis 13.88 11.78 5.18

Rosmarinus officinalis | 15.8 8.7 55

Lavandula stoechas 9.78 4.59 3.96

L’étude de Romanik. G (2007) a montré que la sonication est la technique d’extraction
la plus rentable et économique, avec un codt faible, un temps d’extraction court et un volume
de solvant faible, en la comparant avec I’extraction Soxhlet, I’extraction accélérée par solvant,

I’extraction assistée par microondes et I’extraction par des fluides supercritiques.

Une autre étude qui a été faite afin de comparer I’extraction par macération et par
sonication, et qui a montré que la sonication a prouvé sa simplicité, sa rapidité et son
efficacité que la macération conventionnelle pour I’extraction des composés organiques a

partir de la matiére végétale (Rosangela A. J et al., 2007).

Afin de mieux comprendre le phénomene au niveau cellulaire lors de I’extraction par
ultrasons Veillet. S (2009) a réalisé une expérience, selon laquelle des fragments de feuilles
de basilic ont été prélevés aprés macération et apres sonication. Ces fragments ont été ensuite
observés par microscope électronique a balayage et comparés a des fragments de feuilles
fraiches (ANNEXE 10 : Figure 18). Quand les feuilles sont fraiches on peut facilement

observer que les glandes d’huile essentielle se retrouvent a la surface de la feuille de basilic,
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dans un léger renfoncement de cellules. Ces glandes apparaissent sous forme spheérique et il
en existe de différentes tailles partout sur la feuille (Annexe 10 :Figure 18.1 et 18.2) (Chemat.
Fetal, 2011 ; Veillet. S 2009).

Lors du processus de macération (Annexe 10 : Figure 18.3 et 18.4), ces glandes d’huile
essentielle vont se vider de leur contenu progressivement, mais a un rythme lent. En effet
I’huile essentielle sort de la glande par un phénomene de diffusion passive, ces glandes ne
sont toujours pas complétement vidées de leur contenu. A I’inverse, lors d’une extraction
assistée par ultrasons, les bulles de cavitation genérées par les ultrasons permettent
I’explosion des glandes (Annexe 10 : Figure 18.5 et 18.6). Cette différence fondamentale
entre un procédé de diffusion passive et un procédé qui faisant exploser les parois et les
membranes cellulaires permet d’expliquer les rendements obtenus apres 45 min de sonication

et donc I’accélération de la cinétique d’extraction.
v" Influence de la fréquence

Les rendements obtenus par la fréquence de 35 KHz ont été supérieurs a ceux obtenus

par 130 KHz pour les trois plantes (tableau 8).

Les fréquences les plus couramment utilisées pour I’extraction des composés organiques a
partir des végétaux sont entre 20 et 40 kHz. De plus hautes fréquences rendent plus difficile la
cavitation. En effet, les bulles de cavitation ont besoin du temps pour étre générées pendant la
phase de raréfaction. Plus la fréquence est élevée, plus les phases de raréfaction sont courtes
donc moins la bulle a de chance pour étre créée (Veillet. S, 2009). C’est pour cette raison que
les ultrasons de haute fréquence sont dits non destructeurs ; la fréquence est trop élevée pour
pouvoir permettre la cavitation ce qui justifie les rendements faibles obtenus par 130 KHz par
rapport a ceux obtenus par la fréquence 35 KHz.

3-  L’hydrodistillation

e Taux d’humidité :

Les résultats obtenus ont révélé un taux d’humidité important compris entre 52% et
73% (figure 19). Ce qui signifie que approximativement la moitié ou plus de la moitié du
poids frais de la plante est constituée par I’eau. Les boutons floraux de la lavande stéchade
montrent une teneur en eau trés importante 73.4 %, la sauge officinale présente aussi une

proportion considérable en eau 64.83 % environ les 2/3 du poids frais de la plante. Par contre

55



Mémoire de fin d’études | Master Biotechnologie Microbienne

le romarin et les tiges et les feuilles de la lavande présentent une teneur en eau de 52% c'est-a-

dire la moitié du poids frais.

Salvia officinalis Rosmarinus officinalis
M Eau (%) M Eau (%)
B Ms (%) B Ms (%)
Lavandula stoechas Lavandula stoechas
(boutons floraux) (tiges et feuilles)
M Eau (%) M Eau (%)
B Ms (%) B Ms (%)

Figure 19 : Teneur en eau des trois plantes médicinales

e [’hydrodistillation

Les rendements moyens en huiles essentielles obtenus, qui ont été calculés en fonction
de la masse du matériel végétal sec, varient sensiblement entre les différentes plantes (tableau
10, figure 20). Le romarin permet une extraction avec le rendement le plus élevé 1.35 %, suivi
par les boutons floraux de la lavande stéchade et la sauge officinale. Ces rendements sont
voisins de ceux cités dans nombreuses études, Salvia officinalis (FELLAH. S et al., 2006),
Rosmarinus officinalis (Bedrossian. C. 1999).
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Tableau 10: Rendements en huiles essentielles obtenues par hydrodistillation

Plante Poids Volume d’HE (ml) | H (%) Rdt % (ml/g)
MVF (g)

Salvia officinalis 400 1.6 64.83 1.13+0.021

Rosmarinus officinalis 400 2.6 52.1 1.35+0.01

Lavandula stoechas 260 0.9 73.4 1.3+0.043

(boutons floraux)

Lavandula stoechas 400 1.7 52.02 0.885 + 0.015

(tiges+feuilles)

Rdt % (ml/g)

1.5 +

0.885
0 T T T 1
: A o\
o 0\\‘) 0\\‘9 0\)+ \.)\\\Qf)
O & 0 e
& & (\‘9\ o
S x0 o
§ &
° @
& &
o o
g S
& %
\’-

Figure 20: Rendement en huiles essentielles obtenues par hydrodistillation

L’influence de la partie de la plante utilisée pour I’extraction sur le rendement des
huiles essentielle se voie clairement en comparant le rendement des boutons floraux (1.3 %)
qui dépasse celui des tiges et des feuilles (0.885) de la méme plante, chose qui est confirmee
par I’étude de SKOULA. M et al (1996), qui a montré que les boutons floraux sont plus riches

en huiles essentielles que les feuilles de Lavandula stoechas.
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Il. Composition chimique des extraits aromatiques

1. Test des flavonoides

Le test réalisé permettant la mise en évidence de la présence des flavonoides a été

positif pour les extraits méthanoliques de Salvia officinalis obtenus par macération et par

sonication, la couleur rose orangée suggere I’existence des flavones (Figure 7). Le méme

résultat a été trouvé pour I’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis obtenu par

sonication. Cependant I’extrait obtenus par macération de la méme plante et les deux extraits

de Lavandula stoechas ont montré un test de révelation négatif (tableau 11) ce qui peut étre

expliqué par la faible teneur ou I’absence des flavonoides dans ces extraits.

Tableau 11: Résultats de la révélation des flavonoides dans les extraits méthanoliques

Plante Extrait | Méthode Résultats | Coloration | Type de
d’extraction flavonoides
R. officinalis | PM1 Sonication + Rose Flavones
(35 KHz2) orangée
PM3 Macération - - -
S. officinalis | PM4 Sonication + Rose Flavones
(35 KHz2) orangée
PM6 Macération + Rose Flavones
orangée
L. stoechas | PM7 Sonication - - -
(35 KH2)
PM9 Macération - - -

+ : présence, - : absence

2. Teneur en polyphénols totaux

e Courbe d’étalonnage (figure 21)

La courbe d’étalonnage (figure) a été tracée par les données représentées dans le tableau

12 qui regroupe les densités optiques mesurées de chaque solution a concentration connue

d’acide gallique.
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Tableau 12: Les absorbances correspondantes a des différentes concentrations d’acide
gallique

[Acide. Gallique] mg/l | DO (765 nm)
500 0.568
250 0.204
150 0.158
100 0.145
50 0.11
0 0.04
DO (765 nm)= f([a.gallique] mg/I)
0.6 -
y =0.001x + 0.0286 ¢
05 R? = 0.9487
0 100 200 300 400 500 600

Figure 21: Courbe d'étalonnage des polyphénols totaux

e Teneur en polyphénols totaux des extraits méthanoliques

L’étude quantitative des extraits méthanoliques au moyen des dosages
spectrophotométriques, avaient pour objectif la determination de la teneur totale des
polyphénols.
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Les quantités des polyphénols correspondantes ont été rapportées en équivalent mg
d’acide gallique par gramme d’extrait méthanolique et déterminées par 1’équation de type (y=
a x+b). Les résultats obtenus ont été représentés dans le tableau 13 et la figure 22.

Tableau 13: Teneur en polyphénols totaux des extraits méthanoliques

Méthode DO (752 nm) mg eq A. Gallique/g
d’extraction d’extrait méthanolique

PM1 Sonication 0.2222 193.6
PM3 Maceration 0.21 181.4
PM4 Sonication 0.2237 195.1
PM6 Maceration 0.1451 116.5
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Figure 22: Teneur en polyphénols des extraits méthanoliques

Ces résultats montrent d’abord que les deux plantes (R. officinalis et S. officinalis)

contiennent des polyphénols, avec des teneurs voisines.

Une deuxieme remarque, réside dans 1’effet de la méthode d’extraction sur la quantité
des ployphénols extraite. Comme le montre le graphe (figure 22), la sonication a montré plus
d’efficacité que la macération pour I’extraction de ces molécules. Ceci s’explique par la

différence entre la diffusion passive (macération) et le phénomene de cavitation (sonication).
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La cavitation provoque la destruction des parois et des membranes cellulaires ce qui
rend les composes organiques de la plantes facilement lessivables par le solvant. Ces résultats
ont été confirmés par I’¢tude de Paniwnyk. L et al (2009).

Paniwnyk. L et al (2009) ont étudié I’influence de solvant sur 1’extraction de ’acide
rosmarinique et carnosique a partir du romarin, et ils ont prouvé que le méthanol donne des
rendements plus importants que 1’éthanol. Ceci est probablement dd a la nature polaire de
I'acide rosmarinique favorisant le méthanol (solvant le plus polaire). Et ils ont prouvés aussi
que ces rendements peuvent étre améliorés en utilisant la sonication avec des basses

frégquences.

Des études, ont montré que le romarin est riche en polyphénols; des acides
phénoliques représentés par 1’acide rosmarinique, acide carnosique et le carnosol (Peng. y et
al.,2005), (Yesil-Celiktas. O et al., 2007) et ( Paniwnyk. L et al., 2009). Et des flavonoides, a
titre d’exemple la diosmétine, la luteoline, la 5-hydroxy-4’-7-diméthylflavone, la genkwanine,
I’hispiduline, la 6-méthoxy-lutéoline, la 6-méthoxy-lutéoline-7-méthyléther, la 6-méthoxy-
genkwanine -4’-méthyléther (Peng. Y et al., 2005) (Hossain. M.Bet al., 2011).

Salvia officinalis aussi est une plante qui contient des acides phénoliques ; 1’acide
rosmarinique (132.2 pg/mg d’extrait méthanolique ). L’acide caféique, 1’acide ferulique,
I’acide 3-Caffeoylquinique et I’acide 5-Caffeoylquinique sont présents sous forme de traces
dans les extraits méthanolique (Cristovao F. L et al., 2007). Les flavonoides de la sauge
officinale sont la luteolin-7-glucoside (1.2 pg/mg d’extrait méthanolique), 4°, 5, 7,8-
Tetrahydroxyflavone (0.1 pg/mg d’extrait méthanolique), et 1’Apigenin-7-glucoside sous

forme de traces (Cristovao F. L et al., 2007).
1. Composition chimique des huiles essentielles (CPG/FID)

Les analyses de la composition chimique des huiles essentielles ont été effectuées au

niveau du centre universitaire régional d'interface (CURI) a Feés.

Vingt composés ont été identifiés dans les huiles essentielles du romarin et de la sauge
officinale, et quatorze dans les huiles de Lavandula stoechas (Tableaux; 14, 15, 16)
(Annexe :1, 2, 3,4, 5)

Cette caractérisation des composés présents dans les huiles essentielles a montré

I’existence des hydrocarbures aliphatique monoterpénes (I’a et [-pinéne, camphene,
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limonene) des cétones (camphor), des éthers monoterpéniques (1,8 cinéole), des alcools
monoterpéniques ( linalol) et sesquiterpéniques (viridiflorol) et enfin des sésquiterpenes (o-
Humulene et caryophyllene).

Le camphor et le 1.8 cinéole semblent étre des composés majoritaires des trois plantes.
L’a et B-pinéne, borneol, et le camphene se trouvent avec des pourcentages relativement

élevés dans le romarin et la sauge officinale.

Tableau 14 : Pourcentage des composés majoritaires de I'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis

Composé IK Pourcentage relatif (%)
o pinéne 939 5.9
camphene 953 7.27
B pinene 980 5.20
3. octanone 986 1.30
Myrcene 991 4.00
a terpinene 1018 1.57
Limonene 1031 1.96
1.8 cineole 1033 6.75
y terpinene 1062 3.29
linalol 1098 2.22
camphor 1143 6.08
borneol 1165 4.10
4- terpinol 1177 151
a -terpinol 1189 1.62
verbenone 1204 3.65
piperitone 1252 5.62
bornyl acétate 1285 1.98
E- caryophyllene 1418 1.40
B farnescene 1458 0.60
a bisabolol 1683 0.12

La composition chimique de I’huile essentielle du romarin obtenue (tableau 14), est tres
proche de celles citées dans plusieurs travaux (Hussain.l. A et al., 2011 ; Jiang. Y et al.,
2011 ; Rasooli. | et al., 2008 ; Djeddi. S et al., 2007), avec L’a-pinéne, camphene, B-pinéne,

Myrcene, 1,8 cinéole, camphor, borneol et le piperitone comme composés majoritaires.

De méme les études de (Hussain.l. A et al., 2011, PIEROZAN. M K et al., 2009,
Bouaziz. M et al., 2009, Hayouni et al., 2008 ; B. Vukovic-Gacic et al., 2006 ; Radulescu. V
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et al., 2004), confirment que les huiles essentielles de S. officinalis présentent comme
composés majoritaires, 1’a-pinéne, camphene, B-pinene, Myrcene, 1,8 cinéole, camphor,

borneol, bornyl acétate, E-caryophyllene, et le viridiflorol (Tableau 15)

Tableau 15 : Pourcentage des composés majoritaires de I'huile essentielle de Salvia
officinalis

Composé IK Pourcentage relatif (%)
a-pinéne 939 3.8
camphene 953 2.20
B pinéne 980 5.04
Myrcene 991 3.07
a- phellandrene 1005 1.23
o terpinene 1018 2.44
Limonene 1031 1.02
1.8 cineole 1033 5.27
camphor 1143 5.87
borneol 1165 3.34
cis pinocamphone 1173 0.65
4- terpinol 1177 2.47
a -terpinol 1189 1.4
myrtenol 1194 0.85
bornyl acétate 1285 3.36
E- caryophyllene 1418 4.54
Aromadendrene 1439 0.25
o Humulene 1454 3.64
Viridiflorol 1595 4.16
Manool 2056 1.04

D’une maniére générale la composition chimique des huiles essentielles des boutons
floraux de L. stoechas different quantitativement avec celles obtenus a partir des tiges et des
feuilles (tableau 16). Ce qui est confirmé par 1’étude de SKOULA. M et al (1996).

Le fenchone et le myrtenyl acétate constituent les composes majoritaires avec des
pourcentages importants des huiles essentielles des boutons floraux. Le B-pinéne, le 1,8
cinéole, le camphor et le borneol sont les composés majoritaires des huiles essentielles des
tiges et des feuilles de la lavande stéchade (SKOULA. M et al., 1996).
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Tableau 16 : Pourcentage des composés majoritaires de I'huile essentielle de Lavandula
stoechas (boutons floraux et tiges + feuilles)

Composé IK Pourcentage Pourcentage
relatif (%) BF relatif (%)
(tiges+feuilles)

o pinéne 939 0.25 0.56
camphene 953 0.41 0.78

B pinéne 980 - 2.19

p cymene 1026 0.25 0.95

1.8 cineole 1033 0.59 6.15
fenchone 1087 10.33 8.03

linalol 1098 0.5 3.62
camphor 1143 17.85 22.64
borneol 1165 0.24 3.39
lavandulol 1177 0.41 1.23
Myrtenol 1194 1.00 1.67
myrtenyl acétate 1235 11.98 0.77
lavandulyl acétate | 1289 3.13 6.58

o, Cadinol 1653 1.49 1.08

IV. Pouvoir antibactérien des huiles essentielles et des extraits
méthanoliques

1- Activité antibactérienne des huiles essentielles :

Les résultats de ’activité antibactérienne des huiles essentielles de R. officinalis, S.

officinalis et L. stoechas. Sont résumés dans les tableaux (17) :

L’huile essentielle de R. officinalis a exercé une activité inhibitrice importante vis-a-vis
des bactéries Gram + (B. subtilis et S. aureus), cette activité augmente avec le volume de
I’huile essentielle déposée sur le disque. Une activité inhibitrice impressionnante est apparue
vis-a-vis de Bacillus subtilis IL P1428B (Annexe 6)

Aucune zone d’inhibition n’a été observée contre P. aeruginosa présentée par deux
souches (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Pseudomonas aeruginosa A22). Ces
souches possedent un potentiel de résistante élevé contre 1’activité antimicrobienne de toutes

les huiles essentielles testées.
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E. coli représentée par 5 souches s’est avérée moins sensible que les bactéries a Gram
+ (B. subtilis et S. aureus). Bacillus subtilis est la souche qui a représenté la plus forte

sensibilité vis-a-vis de I’activité antibactérienne des huiles essentielles.

Nos résultats concernant 1’activité antibactérienne des huiles essentielles du romarin
concordent avec ceux de plusieurs études récentes (Jiang. Y et al., 2011 ; Hussain. I. A et al.,
2011 ; Zaouali. Y et al., 2010), de méme pour la sauge officinale (Hussain. I. A et al., 2011 ;
Bouaziz. M et al., 2009 ; PIEROZAN. M.K et al., 2009 ; Hayouni et al., 2008).

Tableau 17 : Diametres d’inhibition (mm) illustrant ’activité antibactérienne des huiles
essentielles

A PHO1 PHO?2 PHO3 PHOA4
E. coli HB 101 o) 10 - 8
E. coli 0128B12 17 12 - 13
E. coli CIP 5412 11 10 - 8
E. coli AL52 17 12 - 10
E. coli DH5a 11 10 - 8
Pseudomonas - - - -
aeruginosa A22
Pseudomonas - - - -
aeruginosa
ATCC 27853
Bacillus subtilis 16 +++ 10 +++
IL B142B
Bacillus subtilis +++ +++ 7 +++
IL P1428B
Staphylococcus 15 9 - 10
aureus ATCC
25922
Staphylococcus 20 11 - 10
aureus CIP
543154
(5 pl d’HE déposée sur disque)

PHO1 PHO?2 PHO3 PHOA4
E. coli HB 101 10 12 - 10
Pseudomonas - - - -
aeruginosa A22
Pseudomonas - - - -
aeruginosa
ATCC 27853
Bacillus subtilis 17 +++ 13 +++
IL B142B
Bacillus subtilis +++ +++ +++ +++
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IL P1428B

Staphylococcus
aureus ATCC
25922

17

14

Staphylococcus
aureus CIP
543154

20

16

18

(10 ul d’HE déposée sur disque)

PHO1

PHO2

PHO3

PHO4

E. coli HB 101

15

12

10

12

Pseudomonas

aeruginosa A22

Pseudomonas - - - -
aeruginosa
ATCC 27853

Bacillus subtilis 31 +++ 15 +++
IL B142B

Bacillus subtilis +++ +++ +++ +++
IL P1428B

Staphylococcus 20 16 16 15
aureus ATCC

25922

Staphylococcus 20 17 - 18
aureus CIP

543154

(15 ul d’HE déposée sur disque)

+++ : Inhibition totale, - : absence d’inhibition, PHO1 : HE du romarin, PHO2 : HE de sauge
officinale, PHO3 : HE des boutons floraux de la lavande stéchade, PHO4 : HE des tiges et des
feuilles de la lavande stéchade

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de S. officinalis s’est montrée trés
comparable a celle de R. officinalis, ce qui peut étre expliqué par le faite que ces deux plantes
semblent avoir, d’aprés 1’analyse chimique, les mémes composés majoritaires (o et B pinéne,
1.8 cineole, borneol, limonene, 4- terpinol, a -terpinol). Ces composes sont les agents
responsables de 1’activité antibactérienne de R. officinalis, et S. officinalis ; le 4- terpinol, I’a
—terpinol, le borneol et le linalol sont des alcools terpéniques, ils possédent une activité
antimicrobienne importante aprés les phénols terpéniques, ils sont connus par leur activité
bactéricide plutét que bactériostatique, car ils agissent comme dénaturants des protéines
(Pelczar et al., 1988). lls sont actifs sur la plupart des bactéries Gram + et Gram - (Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acintobacter calcoacetica, Yersinia
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enterocolitica, Proteus vulgaris...), le maximum de I’activité de ces alcools est représenté par

4- terpinol et I’a —terpinol. Le borneol est le moins actif. (Dorman H.J.D. et al., 2000).

L’a et B pinéne, limonéne sont des hydrocarbures aliphatique monoterpeénes, qui ont
une activité antibactérienne modérée sur la pluparts des bactéries telles que E.coli et S.
aureus, ils ne sont pas actifs sur P.aeruginaosa et sur B. subtilis. (Dorman H.J.D. et al.,
2000).

Concernant les huiles essentielles de L. stoechas, les boutons floraux de Lavandula
stoechas ont prouveé leur richesse en huiles essentielles (rendement : 1.3 %) par rapport aux
tiges et feuilles (0.885%). Cependant I’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites
a partir des boutons floraux s’est avérée trés faible contre les bactéries testées. Cette activité
contre les Gram — (E. coli) n’est détectée qu’a partir des disques de charge (15 pl de I’huile
essentielle), par contre les huiles essentielles extraites des tiges et des feuilles ont montré une
activité inhibitrice plus importante que celle de S. officinalis vis-a-vis des souches testes.

La faible activité antibactérienne des huiles essentielles des boutons floraux peut étre
expliquée par les faibles pourcentages en composés majoritaires actifs (o pinéne, 1.8 cinéole,

linalol, borneol) et méme 1’absence de certains composés (B-pinéne).

Une remarque tirée a partir de ces résultats montre que les bactéries a Gram + sont
plus sensibles a I’activité des huiles essentielles que les bactéries a Gram négatif. Certains
auteurs rapportent que ceci est commun pour les huiles essentielles des plantes de la famille
des Lamiacées (PIEROZAN. M. K et al., 2009)

La sensibilité modérée des bactéries a Gram négatif vis-a-vis des huiles essentielles
peut étre expliquée en termes de contraintes de diffusion des composésa travers leur
membrane externe causée par la présence d'une barriére hydrophile. Bien que cette barriere ne
soit pas totalement imperméable, elle entrave le transport des macromolécules et des
composants hydrophobes (PIEROZAN. M. K et al., 2009).

La diversité des constituants des huiles essentielles semble un témoin de I’inexistence
d’un  mécanisme d’action spécifique vis-a-vis des microorganismes. L’activité
antimicrobienne de ces composés est fort probablement due a 1’existence de plusieurs cibles

dans la cellule (Dorman H.J.D. et al 2000).
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Les mécanismes probables du  pouvoir  antimicrobien des  huiles  essentielles,
principalement chez les bactéries a Gram positif, sont basés sur le contact direct de leurs
composes hydrophobes avec la membrane cellulaire, et leur pouvoir de répartir les
phospholipides en les rendant plus permeéables ce qui pourrait causer des dommages
structuraux ou une rupture compléete des membranes cellulaires, etdes pertes
de nutriments.(figure 23) (PIEROZA. K. M et al., 2009). Des recherches sur les effets des
terpénoides sur la membrane bactérienne isolée suggerent que cette activité est due a des
propriétés lipophiles des terpénes, a la puissance de leurs groupements fonctionnels et a leur
solubilité aqueuse (Dorman H.J.D. et al., 2000). Plusieurs processus comprenant I’inhibition
de transport des électrons, la translocation des protéines, phosphorylation et d’autres réactions

enzymatiques peuvent avoir lieu (Dorman H.J.D. et al 2000).
2- Activité antibactérienne des extraits méthanoliques

Le tableau (18) regroupe les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits

méthanoliques des trois plantes.

Le témoin négatif utilisé est le DMSO a 2%, qui a servi pour la mise en solution des
extraits méthanoliques, il n’a pas exercé aucune inhibition sur les souches testes (tableau 20,
photo 14)

Une résistance des bactéries a gram — (P. aeruginosa et E. coli) vis-a-vis de tous les
extraits testés a été notée ou aucune zone d’inhibition n’a été détectée (Photo 9; 10).
Cependant ces extraits méthanoliques des plantes obtenus par sonication et par macération,
ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram + (B. subtilis et S.

aureus).

En ce qui concerne Lavandula stoechas, les extraits possedent une tres faible activité
antimicrobienne vis-a-vis de deux souches tests (Bacillus subtilis IL P1428B et
Staphylococcus aureus ATCC 25922). Ceci semble avoir une relation avec le test de
réveélation des flavonoides qui a été négatif pour ces extraits, puisqu’il semble que 1’activité

antimicrobienne des extraits est due principalement aux flavonoides (Partie bibliographique)

Les extraits méthanoliques de R. officinalis et de S. officinalis ont été actifs sur les

bactéries a Gram + (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) (Photo 8)
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Tableau 18: Diameétres d’inhibition (mm) illustrant I’activité antibactérienne des

extraits méthanoliques

Plante

Témoin
Négatif

Rosmarinus
officinalis

Salvia officinalis

Lavandula
stoechas

Produit

DMSO
(B)

PM1

PM2

PM3

PM4

PMS

PM6

PM7

PM8

PM9

Technique
d’extraction

Son
35
KHz

Son
130
KHz

Mac

Son
35
KHz

Son
130
KHz

Mac

Son
35
KHz

Son
130
KHz

Mac

E. coli HB 101

E. coli 0128B12

E. coli CIP
5412

E. coli AL52

E. coli DHSa

Pseudomonas
aeruginosa A22

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

Bacillus subtilis
IL B142B

12

12

10

11

10

Bacillus subtilis
IL P1428B

12

14

11

15

16

12

Staphylococcus
aureus ATCC
25922

13

13

11

13

12

10

10

10

Staphylococcus
aureus CIP
543154

13

12

11

15

15

12

- - Absence d’inhibition, Son : sonication, Mac : macération, DMSO : le diméthylsulfoxyde
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Photo 8: Activité antibactérienne de PM1 et PM2 vis-a-vis de Bacillus subtilis IL P1428B
(B : témoin négatif)

Photo 9: Absence d’inhibition de PM1 et PM2 vis-a-vis d’E.coli 0128B12 (B : témoin
négatif)

Photo 10: Absence d’inhibition de PM1 et PM2 vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa
A22 (B : témoin négatif)
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Plusieurs travaux ont été consacrés a I’étude du pouvoir antimicrobien des extraits
méthanoliques et éthanoliques de R. officinalis (Abdel-Massih. R et al., 2010) (Celiktas. Y. O et
al., 2007) qui affirment que ’activité antimicrobienne des extraits méthanoliques est faible

par rapport a celle des huiles essentielles.

Pour les deux plantes (R. officinalis et de S. officinalis) on constate que les extraits
obtenus par la technique de sonication (avec 35 KHz et 130 KHz) possédent un pouvoir
antimicrobien relativement supérieur a celui des extraits obtenus par macération, donc il est
fort probable qu’il y a une relation entre le pouvoir antibactérien et la teneur en polyphénols,
puisque le dosage des polyphénols totaux des deux extraits (R. officinalis PM1 et S. officinalis
PM4) obtenus par sonication a donné des resultats relativement supérieurs a ceux obtenus par
maceération (PM3 et PM6) (tableau 13).

L’influence de la fréquence utilisée pour 1’extraction par les ultrasons sur le pouvoir
antimicrobien n’est pas évidente. Car on ne constate pas une différence significative entre les

résultats de 1’activité antibactérienne des extraits obtenus avec une fréquence de 35 KHz et

130 KHz.

v Mode d’action des substances naturelles sur les microorganismes :

Les mécanismes d'action des composés naturels sont liés a la désintégration de la
membrane cytoplasmique, la déstabilisation de la force motrice des protons, le flux
d'électrons, le transport actif et la coagulation du contenu des cellules (Figure 23).

Les polyphénols agissent par privation de substrat, rupture de la membrane et
complexe la paroi cellulaire (Silva NCC et al., 2010). Les flavones tel que I’abyssinone inhibe
la réverse transcriptase de VIH (Silva NCC et al., 2010).
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Figure 23 : Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites

d'action pour les composés naturels (Silva NCC et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

Le présent travail est consacré a 1’étude de ’activité antibactérienne, le rendement et
la composition chimique des huiles essentielles extraites de trois plantes médicinales et

aromatiques de la région de Taounate (Maroc).

Les résultats ont montré une activité antibactérienne efficace contre les bactéries
testées, notamment les huiles essentielles du romarin et de la sauge officinale qui ont été
obtenues avec des rendements €élevés et qui peuvent étre rentables a 1’échelle industrielle. La
bactérie Gram négatif Pseudomonas aeruginosa, s’est avérée la plus résistance, ce qui est
confirmé par de nombreuses études de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles. A
partir de Lavandula stoechas on a extrait deux huiles essentielles, la premiére avec un
rendement élevé et une activité inhibitrice modérée c’est celle obtenue a partir des boutons
floraux et la deuxiéme est extraite a partir des tiges et des feuilles avec un rendement

relativement faible, mais qui possede une activité inhibitrice importante.

Le deuxiéme aspect de notre étude consiste a comparer deux méthodes d’extraction
des composeés phénoliques, la macération a donné des rendements supérieurs a la sonication,
mais des études ont montré que la sonication peut étre plus reproductive et plus économique,
ce qui ouvre la perspective de I’optimisation des conditions d’extraction par sonication.
L’évaluation des activités antibactériennes des extraits obtenus par sonication a donné des

résultats importants pour les extraits de Rosmarinus officinalis et de Salvia officinalis.

Les performances antibactériennes mises en évidence méritent d’étre étudier avec plus
de détails ; en déterminant les CMI et les CMB, en étudiant I’activité antifongique et ’activité
antibiofilms de ces extraits. Afin d’envisager des perspectives d’application de ces huiles et
ces extraits dans les domaines, pharmaceutiques, cosmétique et comme conservateur dans le

domaine agroalimentaire.
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ANNEXE

Les chromatogrammes
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Annexe 1 : chromatogramme de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
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Annexe 2 : chromatogramme de I'huile essentielle de Salvia officinalis
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Annexe 3 : chromatogramme de I'huile essentielle des boutons floraux de Lavandula
stoechas
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Annexe 4 : chromatogramme de I'huile essentielle des tiges et des feuilles de Lavandula
stoechas
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Annexe 5 : chromatogramme des alcanes linéaires (C9-C23)

Photos :

Annexe 6 : Photo 11 : Inhibition totale de la souche Bacillus subtilis IL P1428B par les 4
huiles essentielles étudiées (T : témoin) (disque de 10 pl de charge)
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Annexe 7 : Zone d’inhibition illustrant I’activité antibactérienne de ’huile essentielle de
romarin vis-a-vis d’E.coli

Annexe 8 : Zone d’inhibition illustrant I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de
la sauge officinale vis-a-vis d’E.coli

Annexe 9: Zone d’inhibition illustrant P’activité antibactérienne de I’huile essentielle des
tiges et des feuilles de Lavandula stoechas vis-a-vis d’E.coli
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ANNEXE 10 : Figure 18: Photographies de microscopie électronique a balayage de feuilles de basilic : (1-2)
feuilles fraiches de basilic, rapport optique (x 200 et x 800), (3) feuilles de basilic, macération de 6h (rapport
optique X 800), (4) feuilles de basilic : macération de 12h (rapport optique X 1600, (5) feuilles de basilic
macération sous ultrasons de 15 min (rapport optique X 1000), (6) Représentation d’une bulle de cavitation
implosant a la surface d’une poche d’huile essentielle, a) schéma en coupe de profil de la surface d’une feuille
avec une glande d’huile essentielle, b) création d’une bulle de cavitation, ¢) implosion de la bulle de cavitation
générant un micro jet orienté vers la poche a essence, d) destruction de la glande et diffusion de I’huile
essentielle dans le milieu
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Milieu de culture
e Milieu Luria-Bertani gélosé
Peptone : 10 g/l
Extrait de levure : 5 g/l
NaCl : 10 g/l
Agar : 15 g/l
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