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Résumé

Cette ¢tude vise I’extraction et la détermination du rendement en huiles essentielles de six
populations d'une plante aromatique et médicinale endémique du Maroc de la famille des
Lamiaceae, Thymus broussonetii Boiss. Elle vise également la mise en eévidence et
I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne de ces huiles extraites. Les ix
populations de Thymus broussonetii proviennent de six régions différentes : Rabat chtatba,
Rabat oumazza, khémissat houdrane, khémissat tafilalt, Méknes walili et Essaouira bounouh.

et cultivées dans la région de I’khemisset.

Le rendement en HE différe selon I'origine de la population. Ce rendement varie entre
1,90% pour la population provenant de Rabat Chtatba et 1,00% pour la population provenant
de Essaouira Bounouh. La composition chimique des HE, analysée par GC-MS, varie
quantitativement et qualitativement entre les populations étudiées; cependant c’est le
carvacrol qui représente le composé majoritaire des huiles de T. broussonetii Boiss le taux
variait de 39,22% a 74,33%

L'activité antioxydante des HE, déterminée par la méthode DPPH, a montré que nos
échantillons sont doués d’une activité antioxydante. Les IC50 sont, cependant, variables selon
la population. C’est la population provenant de khemisset qui est la plus active avec une IC50

faible de I’ordre 1,05 mg/ml.

L'évaluation de l'activité antibactérienne de I'HE par micro-méthode en milieu liquide a révélé
une forte activité inhibitrice de I'HE sur tous les micro-organismes étudiés (Echerchia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella enterica, Pseudomonas aeroginosa). Les
HE de d'Essaouira Bounouh, et Rabat oumazza ont montré une activité mois important avec
des CMI 18.75 ul/ml et 37.5 pl/ml, En revanche les HE de khémissat houdrane, khémissat
tafilalt et Méknes walili ont une forte activité antibactérienne avec une CMI de 9.75 pl/ml.
Ces deux activités biologiques mises en évidence chez T. broussonetii Boiss est liée a leur
composition chimique, en particulier, présence des phénols. L’étude a également montré que

la composition chimique et 1’activité biologique dépendent de 1’origine de la population.

Mots clés : Activité antioxydante, Activité antibactérienne, composition chimique, Huiles

essentielles, Thymus broussonetii Boiss. Population



Abstract

This study aims at extracting and determining the yield of essential oils from six populations of an
aromatic and medicinal plant endemic to Morocco of the Lamiaceae family, Thymus broussonetii
Boiss. It also aims to highlight and evaluate the antioxidant and antibacterial activity of these extracted
oils. The ix populations of Thymus broussonetii come from six different regions: Rabat chtatba,
Rabat oumazza, khémissat houdrane, khémissat tafilalt, Méknes walili and Essaouira bounouh. And

grown in the region of I'khemisset.

The yield of EO differs according to the origin of the population. This yield varies between 1.90% for
the population from and 1.00% for the population from. The chemical composition of the EOs,
analyzed by GC-MS, varies quantitatively and qualitatively between the populations studied; however,
carvacrol is the major compound in the oils of T. broussonetii Boiss, and its level varied from 39.22%
to 74.33%. The antioxidant activity of the EOs, determined by the DPPH method, showed that our
samples are endowed with antioxidant activity. The 1C50s are, however, variable depending on the

population. The population from khemisset is the most active with a low IC50 of about 1.05 mg/ml.

The antioxidant activity of EOs, determined by the DPPH method, showed that our samples are
endowed with antioxidant activity. The IC50 are, however, variable according to the population. The

population from khemisset is the most active with a low IC50 of about 1.05 mg/ml.

The evaluation of the antibacterial activity of EO by micro-method in liquid medium revealed a strong
inhibitory activity of EO on all studied microorganisms (). The most active population is with a MIC
of. These two biological activities highlighted in T. broussonetii Boiss is related to their chemical
composition, in particular, presence of phenols. The study also showed that the chemical composition

and biological activity depend on the origin of the population

The evaluation of the antibacterial activity of EO by micro-method in liquid medium revealed a strong
inhibitory activity of EO on all studied microorganisms (). The most active population is with a MIC
of. These two biological activities highlighted in T. broussonetii Boiss is related to their chemical
composition, in particular, presence of phenols. The study also showed that the chemical composition

and biological activity depend on the origin of the population.

Key words : Antioxidant activity, Antibacterial activity, Chemical composition, Essential oils,

Thymus broussonetii Boiss. Population.
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Introduction generale



Au cours de ces dernieres années, I’augmentation de la demande du consommateur pour des
produits « bio » naturels, a conduit I’industric a envisager 1’incorporation de substances
considérées comme « non synthétiques ». Ainsi de nombreux composés phytochimiques y
compris les huiles essentielles, commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles ont fait 1’objet de plusieurs études pour
leur éventuelle utilisation comme antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires et

anticancéreux (Benyahia, 2015).

Les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles des plantes
aromatiques et médicinales ont été reconnues depuis longtemps, mais n’ont été confirmées
scientifiquement qu’avec 1’évolution des moyens techniques et analytiques. Parmi ces plantes
on note le thym qui posséde des atouts considérables grace a la découverte progressive de
leurs applications dans les soins et beauté, ainsi que leurs utilisations dans d’autres domaines
d’intéréts économiques selon ’OMS. Leurs nombreux usages font qu’elles connaissent une
demande de plus en plus forte sur le marché mondial (Walter et al., 2004). Elles ont un
potentiel thérapeutique énorme pour guérir plusieurs maladies infectieuses (Janovska et al.,
2003). De ce fait, depuis deux décennies des études ont été menées sur le développement de
nouvelles applications et 1I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans
différents domaines. Leur production et leur pouvoir antimicrobien a pris une place

importante dans la recherche scientifique (Belagziz et al. 2002).

L’utilisation d'huiles essentielles est aujourd’hui d’actualité. Le nombre de produits et
d’indications s’est multiplié. Exemple : les huiles essentielles peuvent assainir 1’air ambiant
ou les systemes de ventilation dans le milieu hospitalier pour limiter la propagation des
germes microbiens (De Billerbeck, 2007). Les huiles essentielles ont également un grand
potentiel en tant que conservateurs alimentaires, en raison de leurs propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes (Nieto, 2017). Les huiles essentielles des plantes de la famille des
Lamiaceae ont fait I'objet d'études approfondies quant a leur utilisation en tant que bio-

conservateurs alimentaires (Falleh et al., 2020).

Le Thym, une plante aromatique spontanée appartenant a la famille des Lamiaceae, se
retrouve principalement dans la région méditerranéenne, 1'Asie, I'Europe du Sud et I’Afrique
du Nord (Maksimovic et al. 2008). Au Maroc, il y a vingt et une espéces de thym dont 15 sont
endemiques (Fennane et al., 2007), parmi lesquelles on trouve (Thymus maroccanus, Thymus
satéroideses,) appelée communément Zaditra par les populations locales. La plante entiére est

tres utilisée en médecine traditionnelle, son huile essentielle sont largement utilisée dans la
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médecine alternative grace a leurs propriétés antiseptiques, antispasmodiques et

antimicrobiennes (Panizzi et al. 1993 ; Van Den Broucke et al., 1981).

Le présent travail a pour objectif la détermination du rendement, de la composition chimique
ainsi que l’activité antioxydante et antibactérienne de 1’huile essentielle extraite dans les
parties aériennes de six populations de Thymus broussonetii endémique du Maroc. Ces thyms
sont collectés respectivement dans les régions de Rabat chtatba, Rabat oumazza, khémissat
houdrane, khémissat tafilalt, Méknes walili et Essaouira bounouh a géographie et conditions

climatiques differentes.

Le présent manuscrit sera divisé en trois parties; dans une premiere partie, une étude
bibliographique synthétique sur les plantes aromatiques et médicinales (PAM) et sur les huiles
essentielles (HE). Les activités biologiques de ces HE, en général, et ’activité antioxydante et
antibactérienne en particulier seront traitée. La deuxiéme partie concernera des données sur le
matériel vegétal utilisé et la méthodologie du travail adoptée, suivie par les résultats trouvés et
leur discussion. Enfin, dans une derniere partie, nous allons présenter la conclusion générale

et les perspectives du travail.
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Genéralités sur les Plantes aromatiques et médicinales

1. Biodiversité des Plantes aromatiques et medicinales au Maroc
Le bassin méditerranéen est I'une des régions les plus riches en plantes médicinales et
aromatiques, il comprend les plus grandes zones de plantes endémiques. Le Maroc est I'un des
centres importants de biodiversité dans le bassin méditerranéen (Bouiamrine et al., 2017), sa
position biogéographique offre une trés riche diversité écologique et floristique, constituant
une Vvéritable réserve genétique végétale, avec environ 4500 especes appartenant a 940 genres
et 135 familles (Chaachouay et al., 2020).
Le Maroc est caracterisé par une flore aromatique et médicinale riche et variée avec des
niveaux é€levés de plantes endémiques appartenant a différentes familles botaniques
(Lamiaceae, Asteraceae, Rosaceae, Chenopodiaceae, Papaveraceae, Caryophyllaceae,
Cupressaceae, Rutaceae, Anacardiaceae, Zygophyllaceae, etc.) (Ait-Sidi-Brahim et al., 2019).
Cette biodiversité de plantes médicinales permet au Maroc d'occuper une place privilégiée
parmi les pays mediterranéens (Chaachouay et al., 2020)

1.1 Définition et historique
Les PAM jouent un rdle essentiel dans la santé et le bien-&tre des personnes en
fournissant de nombreux produits de santé d'origine végétale. Les PAM peuvent étre
définis comme suit (Saha & Basak, 2020):

#+ Les plantes médicinales : sont des plantes qui jouent un réle spécifique dans la

prévention ou la guérison des maladies et dans le maintien ou I'amélioration de la

santé des personnes.

# Les plantes aromatiques : Est une classe spéciale de plantes utilisées pour leur aréme
et leur saveur. L’ardme est dii a la présence d'HE riche en composes terpéniques.
Beaucoup d'entre elles sont utilisées exclusivement a des fins médicinales en

aromathérapie.

La thérapie par les PAM est aussi vieille que I'numanité elle-méme. Le lien entre I'homme et
sa recherche de médicaments dans la nature remonte a un passé lointain, comme en
témoignent de nombreuses sources : documents écrits, monuments préservés (Petrovska,
2012). La plus ancienne preuve écrite de l'utilisation de plantes médicinales pour la
préparation de médicaments a été trouvee sur une dalle d'argile sumérienne de Nagpur, qui a

environ 5000 ans. Elle comprenait 12 recettes pour la fabrication de médicaments a partir de
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plus de 250 plantes différentes. A chaque époque, chaque siécle successif du développement
de I'hnumanité et des civilisations avancées, les propriétés curatives de certaines plantes
médicinales ont été identifiées, constatées et transmises aux générations successives
(Petrovska, 2012).

1.2 Importance socio-économique de la filiére des PAM au Maroc

Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans I'économie marocaine. En effet, le
secteur des PAM joue un réle socio-économique trés important (Bouiamrine et al., 2017). Le
secteur marocain des PAM fournit des emplois aux communautés locales et rurales, générant
environ 500000 jours de travail par an (Bachiri, 2017).

La production marocaine d'herbes et d'extraits provient a la fois d'especes sauvages et
d'especes cultivées. Pres de 100 espéces sont exportées sous forme d'herbes séchées pour le
commerce des herbes alimentaires. Plus de 20 espéces sont utilisées pour la production d'HE
ou d'autres extraits aromatiques destinés principalement a I'industrie de la parfumerie et de la
cosmétique, a la préparation de produits d'hygiene... (ZRIRA, 2017).

La valeur de la chaine des PAM au Maroc est I'une des activités les plus riches en raison de
son potentiel de développement, notamment a I'exportation. Aujourd'hui, le pays est classé le
12°™ exportateur international de PAM, que ce soit sous forme de matiére séche ou de
produits extraits comme les HE, avec prés de 87 millions de dollars provenant d'especes
cultivées et indigénes. Le Maroc possede encore un potentiel important pour un marché

international croissant estimé a 15 milliards de dollars (Lamrani-Alaoui & Hassikou, 2018).

1.3 Usage des PAM
L’usage des PAM recensées dans la Péninsule Tingitane touche des domaines trés variés. On
note a ce propos celles utilisées en phytothérapie moderne, en pharmacopée locale
traditionnelle, en exploitation industrielle comme bois d’ceuvre, liege et goudrons, en artisanat
pour la fabrication de petits objets domestiques, outillages et bois de feu, en alimentation pour
assaisonnement des plats ou comme épices et en utilisations cosmétiques et hygiéniques.
D’autres especes de PAM sont utilisees comme aromates dans les boissons et autres, pour les
soins Vvétérinaires, en tant que plantes fourragéres et a utilisation pastorale, pour les rites
funéraires, en sorcellerie et magie ou comme drogue. Des espéces de PAM sont butinées par
les abeilles, et sont de ce fait, des plantes melliféres alors que d’autres sont toxiques(Ouziki &

Taiqui, 2016). Le tableau 1 illustre ces différentes utilisations.
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Tableau. 1 Usages des PAM (Ouziki & Taiqui, 2016).

Types d'usages Nombre d'espéces
Usage en Meédecine traditionnelle 330
Usage en Meédecine modemne 308
Usages Alimentaires, Epices, Additifs 127
Usage Omemental a3
Toxique T0
Usages Pastoraux et fowrragers 59
Usages Artisanaux (vanneric, tannerie, menuiseric. .. ) 50
Usages Aromatiques, boissons, condimentaires 4]
Usages cosmétiques et hygiéniques 46
Usages Industrels 29
Mellifére 28
Usages Veétérinaires 17
Usage en sorcellerie, magie et encens 10
Drogue ]

Il faut noter que plusieurs taxons sont a utilisation multiple. Néanmoins, dans le lot des 308
PAM recensées en phytothérapie moderne, 109 sont exclusives pour cet usage. Ceci nous
amene a dire que des opportunités réelles de développement pour au moins une partie de ces
especes existent. Les centres de recherche et de développement sont, de ce fait, interpelés
pour cette mise en valeur. Aussi, des efforts doivent étre consentis en termes de promotion et
de valorisation notamment pour les PAM d’industrie cosmétique et alimentaire (Ouziki &
Taiqui, 2016).

Généralites sur I’espéce Thymus broussonetii. Boiss

Depuis des siécles, le genre Thymus de la famille des lamiaceae est connu dans plusieurs pays
comme une épice et un conservateur alimentaire ainsi qu'un remede protecteur et curatif pour
de nombreuses affections. Il a été rapporté que le thym posséde de nombreuses activités
biologiques, y compris antispasmodiques (Van Den Broucke and Lemli, 1983),
antimicrobienne (Marino et al., 1999), antioxydante (Miura et al., 2002), et pour la protection
de I'environnement. (Miura et al., 2002) et antifongique (Soliman et Badeaa, 2002).




1. Description botanique et réparation géographique

Thymus broussonetii est une plante a feuilles persistantes qui atteint une hauteur d'environ 5
centimetres. Ses fleurs sont groupées vers le sommet des tiges en une inflorescence dense
ovale cylindrique avec des feuilles florales plus larges que les feuilles, souvent de couleur
violette, atténuées-aigués a l'extrémité, ciliées sur les marges et cachant les calices, ceux-ci a
deux levres, la supérieure faiblement dentée ; la corolle est rose de 2 a 3 fois la longueur du
calice, avec un tube étroit nettement proéminent. T. broussonetii est une plante endémique du
Maroc, on la trouve dans le Moyen-Atlantique, le Haut-Atlas, et dans le nord du royaume
(Naceiri Mrabti et al., 2021a)

2. Usages traditionnels de Thymus broussonetii Boiss
Thymus broussonetii Boiss (T. broussonetii) est une plante médicinale et aromatique rare. Elle
est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies, notamment la
diarrhée, la fievre, la toux, les irritations, les maladies de la peau, les rhumatismes, les

affections respiratoires, la grippe et les problemes de digestion.

D'autres chercheurs ont rapporté l'utilisation de cette plante dans I'alimentation comme un
assaisonnement de recettes traditionnelles (seasoning) et pour aromatiser le thé ou le lait. Les
enquétes ethnobotaniques sont la premiere étape pour identifier les utilisations de la plante

pour chaque trouble.(Naceiri Mrabti et al., 2021b).

I1l1. Généralités sur les Huiles essentielles

Les HE sont des liquides visqueux de couleur jaune péale a orange et d'une odeur aromatique,
épicée au fond avec une odeur aldéhydée montante de téte. Ce sont des produits de
composition généralement complexe renfermant des principes volatils contenus dans les
végétaux et qui sont plus au moins modifiés au cours de la préparation. Pour extraire ces
principes volatils, il existe divers procédés. La distillation a la vapeur d'eau est la plus utilisee.
De par ce procédé sont separées les molécules aromatiques volatiles de I'hydrolat
généralement plus lourd (Satrani, 2010). Les HE comprenant principalement les composés
aromatiques et volatils naturellement présents dans toutes les parties des plantes. Ils sont
largement utilisés dans divers pays comme médicaments, parfums, cosmétiques et comme

conservateurs alimentaires (Bhavaniramya et al.,, 2019). Les HE sont des meétabolites
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secondaires, et sont importantes pour le mécanisme de défense des plantes, elles ont donc
diverses propriétés médicinales. Les principaux composés volatils tels que les alcools et les
esters sont caractérisés comme les principaux constituants des HE montrant des effets

pharmacologiques significatifs (Bhavaniramya et al., 2019).

1. Role des huiles essentielles dans la plante

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction
des espéces, leurs roles sont multiples, ils interviennent dans les relations qu'entretient la
plante avec les organismes vivants qui l'entourent. lls sont probablement des éléments
essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que parasites,
pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations

ont donné lieu a une extréme diversification des composes secondaires.

Les travaux de Croteau en 1977 puis ceux de Croteau et Hooper en 1978 ont montré que, bien
qu’étant des produits du métabolisme secondaire, les composants volatils auraient en fait un
role mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante.
Certains terpénes jouent un rdle important et varié dans la relation des plantes avec leur
environnement (MAHMOUT, 1992). Ainsi le 1,8-cinéole et le camphre inhibent la
germination des organes responsables de la prolifération des infections ou la croissance des
agents pathogeénes issus de ces organes (RAZAFINDRAKOTO, 1988).

Pour certains auteurs, les huiles essentielles constitueraient « les déchets » du métabolisme
cellulaire de la plante (SALLE, 1991). Pour d’autres, elles serviraient a attirer les insectes
pour permettre la fécondation ou alors a les €éloigner de la plante. L’attrait des insectes pour
les plantes a fleurs en vue de la pollinisation est également crédité aux huiles essentielles que
ces plantes contiennent. Les huiles essentielles constitueraient enfin un moyen de défense de
la plante vis-a-vis des prédateurs tels que les microorganismes (bactéries et champignons) et
les herbivores (BRUNETON, 1999). Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle
important dans la protection des plantes en tant que substances antibactérienne, antiviral,
antifongique, insecticide et aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour une telle
plante. Elles peuvent attirer aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines,

ou au contraire repousser d’autres indésirables (BAKKALI, 2008).
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1. Principaux constituants des huiles essentielles
Les HE sont un mélange plusieurs composes différents, principalement constitués de
composés volatils de faible poids moléculaire. Fondamentalement, quelques composes sont
présents en tant que principaux a environ 20-70% par rapport aux autres composes, qui sont
présents a I'état de traces. Par exemple, Origanum compactum contient (30 %) du carvacrol et
(27 %) de thymol comme principaux composants chimiques. Ces composants majeurs sont
responsables des diverses activités biologiques des HE. Généralement, ces composants
majeurs sont classés en deux groupes d'origines biosynthétiques distinctes, comme les
terpenes terpénoides et les composants aromatiques/aliphatiques (figure 1) (Bhavaniramya et
al., 2019), tous deux caractérisés par leur poids moléculaire (Kar et al., 2018). Les composés
volatils sont principalement classés en différentes classes chimiques telles que les aldéhydes,
les cétones, les alcools, les amines, les amides, les phénols et surtout les terpénes
(monoterpénes et sesquiterpénes). Parmi ceux-ci, les alcools, les aldéhydes et les cétones
offrent une grande variété d'effets aromatiques aux fruits et aux autres parties de certaines

plantes (Bhavaniramya et al., 2019).

a. Monoterpenes
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Figure. 1 Structures des terpénes (a), des terpénoides (b) et des phénylpropanoides (c) (da
Silvaetal., 2021).




1.1 Groupe des terpénes
Les terpénes sont I'un des principaux groupes de composants chimiques, qui sont a la fois
structurellement et fonctionnellement différents. Les structures de base des terpénes sont des
unités a 5 atomes de carbone, connues sous le nom d'isoprénes (Bhavaniramya et al., 2019).
Les composés terpéniques, quelle que soit leur provenance, sont issus de métabolites

secondaires de l'acide mévalonique (Endrias, 2006).

1.2 Monoterpenes

Les monoterpénes sont des structures a 10 carbones qui peuvent étre acycliques (myrcene,
ociménes), monocycliques (o et y-terpinéne, p-cimene) ou bicycliques (pinénes, sabinéne,
campheéne). Ce sont des composés anti-infectieux : bactéricides, virucides et fongicides. Ils
peuvent étre utilisés lors d’une infection en paralléle aux phénols qui sont plus délicats a
manipuler. lls sont également utilisés comme antalgiques cutanés (para Cyrene), lors de
douleurs localisées. Ce sont d’excellents immunostimulants, ainsi que des toniques généraux

(Nicolas, 2017).

1.3 Sesquiterpénes

Les sesquiterpenes sont une classe de terpenes formés de trois unités isopréniques etdonc

ils contiennent 15 carbones.

Les sesquiterpénes ont de trés larges applications. La plupart d’entre eux présentent des
propriétés antiseptiques et bactéricides. Certains sesquiterpenes comme le germacréene sont de
puissants anti-inflammatoires. Ils sont employés dans les pathologies artériocapillaires comme
les artérites (Nicolas, 2017).

1.4 Groupe des composés aromatiques
Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents dans les
HE que les monoterpenes et sesquiterpénes (Couic-Marinier and Lobstein, 2013). lls
présentent également une grande variabilité et peuvent étre regroupés sur la base des groupes
fonctionnels, par exemple les aldéhydes comme le cinnamaldéhyde, les phénols comme le
chavicol et I'eugénol ; alcool comme I'alcool cinnamique.
Ces composeés sont principalement enrichis dans les épices et les plantes aromatiques comme

la cannelle I'anis, le clou de girofle, le fenouil, la noix de muscade, le persil (Kar et al., 201
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2. Repartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres
capables d’¢laborer les constituants qui les composent sont répartis dans une cinquantaine de
familles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les Rutacées, les
Cannelacees, les Lauracées, les Myrtacees et les Zingibéracées. (BRUNETON, 1999). Les
huiles essentielles peuvent étre stockeées dans tous les organes : fleurs (rose) feuilles
(citronnelle, eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines
(vetiver), rhizomes (cucurma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade).
(SANGWAN, 2001).

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante : cellules a huiles essentielles des Lauracées ou des Zingibéracées, poils
sécreteurs des Lamiacées, poches sécrétrices des Myrtacées ou des Rutacees, canaux
sécreteurs des Apiacées ou des Astéracées. La synthése et l'accumulation d'une huile
essentielle sont généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées,
le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface du végétal (BRUNETON Jean, 2009)
Il existe en fait quatre structures sécrétrices :

e Les cellules sécrétrices : Chez les Lauracées et les Zingibéracées.

e Les poils glandulaires épidermiques : Chez les Lamiacées, Géraniacées... etc.

e Les poches sphériques schizogénése : Les glandes de type poche se rencontrent chez

les familles des : Astéracées, Rosacées, Rutacées, Myrtacées, etc.

e Les canaux glandulaires lysigenes : On les retrouve chez les Coniféeres, Ombelliféres.

Sur le site de stockage, les gouttelettes d'huile essentielle sont entourées de membranes
spéciales constituées d'esters d'acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement I'évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I'air (BRUNETON, 1993) ; (TEUSCHER, 2005)
La mise en évidence de I'huile essentielle dans les coupes d'organes s'effectue a l'aide de
colorants lipophiles comme le noir Soudan Il qui colore en rouge les gouttelettes essence.
Les teneurs en huiles essentielles sont généralement trés faibles, il faut parfois plusieurs

tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle. A I'exception de celle du bouton
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floral du giroflier ou le rendement en huile essentielle atteint largement les 15%
(MAKHLOUF,2002).

3. Domaine d’utilisation des huiles essentielles.

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie, et en pharmacie (BAHORUN, 1997). Il a eu
donc un réveil vers un intérét progressif de 1’utilisation des plantes aromatiques et médicinales
dans les pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce que les
herbes fines guérissent sans effet secondaire défavorable. Ainsi, une recherche de nouvelles
substances naturelles est un choix normal (scientific correspondance, 2003).

Quatre domaines principaux exploitent les diverses potentialités qu’offrent les huiles
essentielles.

+ Meédicine : en tant que médicament pour I’homme ; exemple : contre le diabéte
(AMJAD, 2005) contre les maladies de stress (LEE et al, 2003) Contre le Malaria
(DASTIDAR et al, 2004).

+ Pharmacie : Les huiles essentielles peuvent avoir un intérét médicamenteux, en
particulier dans le domaine des antiseptiques externes, comme par exemple : Thymus
vulgaris (Thym), Satureja montana (Sariette). Elles sont aussi employées pour
aromatiser des formulations médicamenteuses destinées a la voie orale. Elles
constituent par ailleurs le support de I’aromathérapie. Les plantes aromatiques sont
aussi utilisées a 1’état brut, en particulier pour les préparations d’infusion (menthe,
mélisse, verveine, fleurs d’oranger, etc.) et sous la forme de préparations galéniques
simples. (RANDRIANARIVELO, 2010).

+ Parfumerie : C’est le débouché principal des huiles essentielles ot la cosmétologie et
le secteur des produits d’hygiéne en sont les marchés principaux. On note aussi
I’utilisation des huiles essentielles dans les préparations pour bains (bain « calmant »
ou « relaxant ») avec la possibilité d’absorption percutanée des constituants
terpéniques.

+ Industrie Agro-alimentaire : Certains plantes sont utilisées brutes (épices et
aromates), d’autres le sont sous forme d’huiles essentielles ou de résinoides. Tous les
secteurs alimentaires en utilisent : boissons alcooliques ou non, confiserie, produits
laitiers, produits, carnés, soupes, sauces, boulangerie, snacks, la nutrition animale.
(RANDRIANARIVELDO, 2010).
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+ Agriculture : pour lutter contre les insectes et les nématodes par exemple (AMJAD,
2005).

+ Diverses industries : L’industrie chimique est le principal utilisateur des isolats issus
des huiles essentielles comme matiéres premieres pour la synthese de principe actifs,
médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes, exemple : pinénes, sclaréol,
linalol, citronellal, citral eugénol, safrol, etc.... Ces isolats sont également utilisés en
parfumerie. (RANDRIANARIVELO, 2010).

3. Toxicité des huiles essentielles
Les huiles essentielles ne sont pas des produits que I'on peut utiliser sans risque. Comme tous
les produits naturels. Les huiles essentielles contenant principalement des phénols et des
aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses. En particulier les huiles de :
Cannelle de Ceylan, Basilic exotique, Menthe, Girofle, Niaouli, Thym, Marjolaine, Sarriette,
Citronnelle. Par ailleurs, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions
allergiques cutanées (MEYNADIER, et al 1997). C'est notamment le cas des huiles

essentielles de Cannelle de Ceylan, Menthe, Listée, Mélisse, Pin.

La proportion de la population développant des allergies cutanées dues aux parfums augmente
en méme temps que l'utilisation des parfums contenant ces huiles essentielles et des produits
parfumés (HAYAKAWA, 1987) est en constante augmentation. Il a été démontré que les
allergénes aéroportés jouent un réle évident dans la formation de I'eczéma, que ce soit par

inhalation ou par contact avec la peau (SCHNUCH, 2006).

Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent se comporter comme irritant
des muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les
asthmatiques (ELBERLING et al., 2007). Les cétones et dans une moindre mesure les

lactones sont neurotoxiques (romarin, sarriette, cedre, camphre, thuya, aneth, hysope).
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4. Procédés d’extraction des huiles essentielles

L'extraction est I'un des principaux facteurs qui déterminent la qualité de I'HE. Une procédure
d'extraction inadaptée peut entrainer des dommages ou une altération de la composition
chimique de I'HE (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Les HE peuvent étre extraites de
plusieurs plantes de différentes parties par diverses méthodes :

4.1 Extraction a froid
Elle constitue le plus simple des procédés mais ne s’applique qu’aux agrumes dont 1’écorce
des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a I’aide
de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence. Le produit ainsi

obtenu porte le nom d’essence car il n’a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).

4.2 Entrainement a la vapeur d’eau
Ce procédé consiste a placer la matiere végétale dans une cuve et faire traverser celle-ci par
de la vapeur d’eau, a la sortie de la cuve et sous pression controlée, la vapeur d’eau enrichie
en huile essentielles traverse un serpentin ou elle se condense, un essencier appelé autrefois
vase florentin récolte 1’eau et I'huile essentielle, la différence de densité entre ces deux

liquides permet une séparation aisée.

4.3 Extraction par le CO2 a I’état supercritique
Ce procédé est basé sur le fait que le CO2 dans des conditions dites critiques présente un
pouvoir de dissolution accru vis-a-vis de divers composés tels que les huiles essentielles, les
aromes et les colorants... (Mayer, 1989). Cette méthode utilisée d'abord en brasserie pour
obtenir des extraits de houblon, semblait a priori intéressante d'une part pour augmenter le
rendement d’extraction, d'autre part le CO2 s'évaporant completement ne laissait aucune trace
toxique dans I'huile essentielle. Elle trouve un intérét tout particulier au niveau des produits
naturels, car elle conduit a des extraits « cceur de la nature » souvent trés proches de 1’odeur

de la matiére premiere traitée et exempts de solvants organiques (Pellerin, 2001).
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4.4 Extraction par solvants volatils
La technique d’extraction par solvant est une méthode classique pour I’extraction solide-
liquide : extraction par Soxhlet : L’échantillon entre rapidement en contact avec une portion
de solvant pur, ce qui aide a déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. De plus, elle ne
nécessite pas de filtration aprés extraction et peut étre utilisée quelle que soit la matiére
végetale. Ses inconveénients les plus significatifs sont la durée importante d’extraction et la
grande quantité de solvant consommée (devant étre ultérieurement évaporé), ce qui limite sa
rentabilité économique. Il n’y pas de possibilité de travailler a froid, ce qui peut entrainer la

dégradation des substances sensibles a la chaleur.

4.5 Macération
Ce procédé exige que les graisses utilisées soient chaudes (40-60°C), ce qui a pour effet
d'augmenter leur pouvoir absorbant. Cette technique est rapide et s'applique aux fleurs dont
I'activité physiologique cesse a la cueillette. L'extraction est réalisée par immersion des fleurs
fraichement cueillies et constamment renouvelées dans un bac de graisses chaudes jusqu'a
atteindre la saturation. Un épuisement a I'alcool absolu est généralement appliqué sur cette

graisse (Blakeway et Salerno, 1987).

4.6 Hydrodistillation.

La méthode d'hydrodistillation est considérée comme la méthode d'extraction de I'huile la plus
simple et la plus ancienne. Dans cette méthode, les échantillons frais récoltés et coupés sont
immergés dans I'eau et hydrodistillés dans un appareil de Clevenger pendant 3 a 6 heures pour
I'extraction des HE. Le dispositif comprend une source de chauffage, un récipient, un
condenseur pour convertir la vapeur du récipient sur le liquide, et un décanteur pour recueillir
le condensat et séparer les HE avec une petite quantité d'eau (liquide non miscible) de la
partie supérieure du condensateur. Les huiles extraites sont collectées, mesurées et séchées sur
du sulfate de sodium anhydre. Cette méethode est le moyen le plus facile d'extraire les HE, car
elle prend moins de 4 heures (Bhardwaj et al., 2020).
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5. Activités biologiques des huiles essentielles

5.1 Activité antioxydante

Le progres de I'oxydation a comme consequence la détérioration compléte des aliments. La
dégradation oxydative des constituants de nature lipidique de nos aliments présente des
inconvénients a la fois aux plans organoleptique, nutritionnel, fonctionnel, économique et
hygienique (Alais et al., 2008 ; Rashid et al., 2010). La lutte contre 1’oxydation des lipides
représente donc un enjeu considérable pour les industriels alimentaires. Pour supprimer ou
ralentir I’oxydation des lipides, deux voies sont envisageables : tenter de réduire les facteurs
favorables a cette oxydation et ou trouver un réactif qui ralentit I’oxydation : c’est le role de
I’antioxydant (Jeantet et al., 2006). L’anhydride sulfureux et ses combinaisons minérales ont
été utilisés comme premiers antioxydants, mais ces composés possedent un caractere
fortement allergisant (Portes, 2008). Quelques récentes publications ont rapporté que certaines
huiles essentielles sont plus efficaces que quelques antioxydants synthétiques (Dashti et al.,
2015 ; Hussain et al., 2010). Les effets antioxydants d'huiles essentielles et d'extraits des
plantes sont dus principalement a la présence des groupes d'’hydroxyle dans leur structure
chimique (Hussain et al.,2010).

5.2 Activité antibactérienne
L'importance de l'activité antimicrobienne d'une huile essentielle dépend de sa composition
chimique et des groupes fonctionnels des principaux composés (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) (Dorman et Deans, 2000), phénols, composés terpéniques et

cétoniques) (Dorman et Deans, 2000).

Les phénols sont responsables de dommages irréversibles a la membrane et aux parois
cellulaires des bactéries. C'est le cas du thymol, qui est considéré comme un bactéricide
(Aligiannis et al., 2001 ; Friedman et al., 2002 ; Zohary et Davis, 2004), ceci est di a ses
activités telles que I'inhibition des processus de transport d'électrons, de transport de protéines
intracellulaires, et autres protéines, et dans d'autres réactions enzymatiques (Burt, 2004 ; Ultee
et al., 1999). En ce qui concerne le borneol, c'est sa grande solubilité dans I'eau qui lui confeére
une grande capacité d'adhésion aux membranes des cellules bactériennes (Tabacana et al.,
2001).
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Les composants minoritaires jouent également un rdle important dans [l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles, agissant en synergie avec les principaux composés

(Zhiri, 2006). Exemples des plantes et des composes

5.3 Activité antifongique
Les huiles essentielles ou leurs composés actifs peuvent étre utilisés comme agents
protecteurs contre les champignons (Juarez et al., 2016) et les micro-organismes invasifs dans
les aliments (Lisbalchin, 2002).

Il a été démontré que l'activité antifongique augmente avec le type de produit chimique :
Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures. Parmi les Aldéhydes, le

cinnamaldéhyde s'est révélé étre le plus actif (Yen et Chang, 2008).

5.4 Activité anti-inflammatoire
Les HE sont également utilisés en milieu clinique pour traiter les maladies inflammatoires
telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Inouy et Abe, 2007). Le large spectre du
potentiel thérapeutique des HE a attiré I'attention des chercheurs ces derniéres années sur leur
possible activité contre le cancer. Ainsi, les HE et leurs constituants volatils sont maintenant

I'objet d'études dans la recherche de nouveaux produits naturels anticancéreux (Edris, 2007).

.
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IV. Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé pour cette étude est constitué de six populations de Thymus
broussonetii (figure 2) provenant de différentes régions du Maroc. La collecte de ces
populations a été réalisée en 2018 au niveau de six régions (Tableau 2). La culture de ces
populations a été effectuée dans la région de I’khémisset, La partie aérienne, au stade

reproducteur, est récoltée au mois d’avril 2022 ; elle servira a I’extraction des huiles

essentielles et a 1I’étude de leurs activités biologiques apres séchage des plantes.

Tableau. 2 Populations de Thymus broussonetii

Populations Code Région

P1 TBRCP1 Rabat Chtatba

P2 TBROP2 Rabat Oumazza

P3 TBKHP3 Khémisset Houdarrane
P4 TBKTP4 Khémisset Tafilalt

P5 TBMWP5 Meknes Walili

P6 TBEBP6 Essaouira Bounouh

L’espéce étudiée appartient a :
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : T. broussonetii Boiss

Figure. 2 Photo de Thymus broussonetii Boiss
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V. Meéthodes expérimentales

1. Séchage des plantes
Apres récolte, la partie aérienne de chaque population est séchée a I’étuve. Les plantes

séchées sont conservées dans des sachets a 1’abri de la lumiére et de I’humidité.

2. Extraction des huiles essentielles
L'extraction des HE a été réalisée au Centre Régional de Recherche agronomique de Rabat a
I'unité des plantes aromatiques et medicinales (PAM). 1509 de chaque échantillon sont mis en
présence de 1 litre d’eau puis soumises a une extraction par hydrodistillation a l'aide d'un
appareil de type Clevenger avec une colonne de 60 cm de longueur connectée a un
réfrigérateur, la procédure d’extraction dure 3h. Ensuite, les HE obtenues ont été récupérées a
I’aide d’une micropipette et stockées dans des flacons en verre et bien fermés au réfrigérateur
a une température de 4C° pour une analyse ultérieure (détermination du rendement et de la

composition chimique).

3. Calcul de rendement
Le rendement en HE a été estimé sur la base de la matiére végétale séche a l'aide de I'équation
suivante (Boutekedjiret et al., 2003) :

Ree (%) = m HE/m S x 100 %

mHE = masse d'HE (g),
mS = masse de matiere végétale seche (g),

RHEe = rendement en HE (%).

4. Composition chimique des huiles essentielles
L'analyse qualitative et quantitative de la composition chimique des HE a été effectuée a
I’'unité de Technologie alimentaire au Centre de Rabat, L'analyse de la composition chimique
a été réalisée sur une série PE 580 de type Perkin-Elmer GC. La colonne capillaire Restek
5MS (30m x 0,25mm, epaisseur de film 0,25um) a eté couplée a un spectrometre de masse
série SQ8S, le gaz porteur est I'nélium avec un débit de Iml/min. La température du four a été

programmée de 60 a 280°C a 5°C/min. Le spectrométre de masse fonctionnait dans un mode

S



électronique d'impact dans un domaine de 70 eV. Le volume injecté dans un mode divise était
de 1pl ; il est injecté a une température de 250°C. La détection a été effectuée en mode full
scan (50-550) m/z en 0,2s. la figure 3 montre le dispositif utilisé L'identification de chaque
composé a éteé réalisée en comparant les spectres de masse et les indices de rétention avec
ceux des composes de la bibliotheque standard ou ceux rapportés dans la littérature
(Benyoucef et al., 2018).

5. Détermination de P’activité antioxydante des huiles essentielles
5.1 Technique de DPPH
5.1.1 Principe

L'activité de piégeage des radicaux libres des HE de certaines espéces de Lamiaceae a été
évaluée par la méthode DPPH couramment utilisée. Ce test permet de mettre en évidence de
maniére simple la capacité antiradicalaire d'un antioxydant. Cette méthode consiste & mesurer
le pouvoir réducteur d'un antioxydant en présence d'un radical libre, le DPPH (Lee et al.,
2001).

Le DPPH est un radical libre stable dont I'absorption est caractéristique a une longueur d'onde
de 517 nm. Les antioxydants, lorsqu'ils interagissent avec le DPPH, transferent un électron ou

un atome d'hydrogene au DPPH, neutralisant ainsi son caractéere de radical libre. (Figure 4).

La couleur du mélange réactionnel passe du violet au jaune, ce qui entraine une diminution de
I'absorbance. Le degré de décoloration indique le potentiel de piégeage des antioxydants
(Vladimir-Knezevic et al., 2014).
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Figure. 4 Réaction d’un donneur d’hydrogéne avec le radical DPPH.

5.1.2 Protocole expérimental

Le DPPH est solubilisé dans du méthanol absolu, pour avoir cette solution, Une quantité de 4
mg de DPPH a été solubilisée dans 100ml de méthanol. Le mélange a été agité et laissé
pendant 1h dans I'obscurité a température ambiante. Une série de dilutions de I'HE dans le
méthanol a été réalisée. 1ml de solution de DPPH a été ajouté a chaque 1ml des solutions

méthanoliques de I'HE.

On utilise un vortex pour homogénéiser le mélange, on place les mélanges dans I'obscurité
pendant 30 minutes et on mesure la décoloration par rapport au contréle négatif contenant
uniquement le DPPH avec du méthanol. L’absorbance de mélange réactionnel est mesurée a
517 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible. Un témoin positif est également utilise, il

est composé de I’acide ascorbique, antioxydant synthétique, en présence du DPPH.

Les échantillons sont testés en trois répétitions pour chaque concentration. La valeur de la
concentration inhibitrice 50 (IC50) représente la dose d'HE qui neutralise 50 % des radicaux
DPPH. La CI50 est utilisée comme une estimation de I'activité antioxydante par DPPH, et a
été estimée par extrapolation en tragant le pourcentage d'inhibition (I %) en fonction des
concentrations (C) (Vladimir-Knezevi¢ et al., 2014).

Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH (1%) a été calculé comme suit
(Ghazanfari et al., 2020) :

| (%) = Abs contrdle— Abs échantillon /Abs controle x 100

:



6. Evaluation de I’activité antibactérienne des HE
6.1 Choix des souches
Pour I’étude de I’activité antibactérienne, on a choisi des souches bactériennes lactiques
pathogeénes qui ont été entretenues par repiquage sur milieu TSB (bouillon Tryptone-Soja)
annexe ? pendant vingt-quatre heures & 37°C. Il s’agit de deux bactéries Gram positives
(Staphylococcus aureus CIP 483 et Bacillus subtilis CIP 5262) et trois bactéries Gram
négatives (Escherichia coli CIP 53126, Salmonella enterica CIP 8039 et Pseudomonas
aeroginosa CIP 82118). Ces différentes souches ont été fournies par 1’institut Pasteur de
Casablanca (figure 5, 6).

Figure. 6 Bactéries sur milieu TSB
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6.2 Microméthode en milieu liquide

La Microméthode en milieu liquide ou bien la méthode en plaque a 96 puits est utilisée pour
I’étude de I’activité antibactérienne, le plan des plaques est présenté dans la figure (7)
(Fontanay et al., 2015).

15g de TSB est dilué avec 0.5L d'eau distillée le pH est ajusté a 7.3 ; le mélange est bien agité
puis mis avec le matériel utilisé dans l'autoclave pendant vingt minutes a 121 °C et refroidi a
45°,

Apreés avoir déposé 100 pl de milieu de culture liquide TSB dans chacun des 96 puits d'une
microplaque stérile, 300 pl de chaque huile essentielle ont été ajoutés dans un premier puits et
Une serie de dilutions de I'HE dans du DMSO avec un facteur de dilution de 1/2 a été réalisée.
Les puits ont ensuite été inoculés avec des suspensions de chaque bactérie préparée
extemporanément dans du TSB & une concentration d'environ 5x10° unités formant colonie
(UFC)/ml. Les microplaques ainsi préparées ont été incubées pendant 24h a 37°C (Deyra et
al., 2017). Les CMI ont été définies comme la dilution la plus élevée avec absence de

croissance visible.

|

‘ Série de dilutions ’

TSB+ bactérie J

L HE + bactérie +TSB

Figure 7. Plan d’une microplaque pour la réalisation de la micro-méthode en milieu
liquide(Deyra et al., 2017)
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La colonne 1 contient du milieu TSB et HE a sa plus forte concentration. Ce témoin
permet de mettre en évidence une interaction éventuelle entre un ou des composants
du TSB et notre HE. Si ’absorbance est modifiée dans ce témoin, il faudra en tenir
compte dans la détermination de la CMI.

La colonne 12 contient seulement du TSB et I’inoculum et permet de vérifier que
I’absence de croissance dans les autres colonnes n’est pas due a de mauvaises
conditions de culture, mais bien a une action de HE sur les bactéries.

Les colonnes 2 a 11 correspondent & des concentrations de HE 300 ul suite a la

réalisation d’une gamme de dilution d’ordre 2 et ce pour un volume final de 9.37 pL.

Analyses statistiques

Les données de I’expérimentation collectées ont été saisies moyennant le tableur
Excel ;

L’ANOVA a été faite par le logiciel SPSS version 21 elle permet de déterminer si les

valeurs déferent significativement avec un p de 5%.

:
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Résultats et discussion

1. Rendement des huiles essentielles
Le Tableau (3) représente les résultats des rendements des HE de six populations de Thymus
broussonetii. Le rendement en HE des différentes accessions ne dépasse pas 1,9%. C’est
TBRCP1 qui présente le rendement le plus élevé en comparaison avec les autres accessions.
Alors que TBEBP6 est 1’accession la moins pourvue en huiles essentielles avec un rendement
de 1%. Néanmoins, la plupart des valeurs obtenues sont plus élevées comparées a celles
fournies par Ouariachi et al. (2014) qui est de 1,5%.

Ces différences rendements en huiles essentielles peuvent étre causées par plusieurs facteurs,
a savoir : les conditions climatologiques, les facteurs génétiques, la distribution géographique,
la période de collecte et de la méthode d'extraction (Bouyahya and Jamal, 2016). Dans notre
cas la différence de rendement observée chez les différentes populations ne peut étre attribuée
qu’a la région de provenance des échantillons étudiés du fait que toutes les autres conditions

sont les mémes pour 1’ensemble des échantillons.

Tableau 3. Rendements de I'extraction des différentes huiles essentielles par hydrodistillation

Accessions Rendement en %

TBRCP1 1.9
TBROP2 1.64
TBKHP3 1.44
TBKTP4 1.58
TBMWP5 1.8

TBEBP6 1.00

2. Composition chimique des huiles essentielles des plantes étudiées
Les différentes analyses chromatographiques des HE ont permis de quantifier et de détecter
les constituants des HE des différents échantillons. Les principaux constituants identifiés et le
profil chromatographique de chaque HE sont illustrés par le tableau 4 et les figures
(8,9,10,11,12 et 13) et les annexes (1 et 3). On constate que le carvacrol, le 0-Cymene sont
présents chez les 6 populations avec un pourcentage différent selon les populations. La
TBKTP4 est la plus riche en carvacrol avec un pourcentage de 74,33%. La TBEBPG6 est la
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plus riche en 0-Cyméne avec un pourcentage de 19,49%. Par ailleurs, d’autres produits ne
sont présents que chez certaines accessions c’est le cas du Bornéol et du Gamma Terpinéne.
Le Thymol Methyl Ether n’a été détecté que chez la population TBRCP1.Enfin, I’Alpha-

Pinéne est retrouvé chez 5 accessions ; il n’est absent que chez la TBKTP4.

Tableau 4. Composés majoritaires des différentes populations de Thymus broussonetii

Huiles essentielles Composés majoritaires

TBRCP1 Carvacrol (57,08%), o-Cymene (10,28%),
Thymol Methyl Ether (8,98%), Gamma-Terpinene (4,30%),
Alpha-Pinéne (4,45%).

TBROP2 Carvacrol (39,22%), 0-Cymene (29,63%), Borneol (6,50%) et
Alpha-Pinéne (5,81%).

TBKHP3 Carvacrol (64,03%), GammaTerpinene (7,37%), 0-Cymene
(5,96%) et Alpha-Pinene (5,41%).

TBKTP4 Carvacrol (74,33%), 0-Cymene (6,20%) et
Gamma-Terpinéne (4,30%).

TBMWP5 Carvacrol (60,93%), o0-Cyméne (10,70%), Alpha-Pinene
(5,40%) et Gamma-Terpinéne (3,85%).

TBEBP6 Carvacrol (49,45%), o-Cyméne (19,49%), Alpha-Pinene
(6,04%) et Bornéol (4,79%).
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Figure. 8 Profil chromatographique d’HE de TBRCP1
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Figure. 10 Profil chromatographique d’HE de TBKHP3
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Figure. 11 Profil chromatographique d’HE de TBKTP4
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Figure. 12 Profil chromatographique d’HE de TBMWP5
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Figure. 13 Profil chromatographique d’HE de TBEBP6




Ces résultats trouveés montrent une diversité importante des différents constituants de ces
huiles. Cette diversité est aussi bien qualitative que quantitative. L'analyse chimique de I'HE
de Thymus broussonetii de ces différentes accessions a montré que le composé majoritaire est
le carvacrol avec des pourcentages importants, suivi par lI'o-cyméne et I'alpha-pinene. Les
mémes résultats ont été trouvés par Tantaoui-Elaraki et al. (1993) carvacrol (53,3%), p
cymeéne (13,5 %) et de I'a-pinene (8,6 %). Cependant, les travaux de Ouariachi et al. (2014)
ont montré une dominance du bornéol (27,6%), p-cyméne (20,9%) et carvacrol (15,7%).
L’ensemble de ces composés rencontrés chez les accessions etudiées pourront leur attribuer

des activités biologiques importantes.

3. Evaluation des propriétes antioxydantes des huiles essentielles
Les activités anti-radicalaires ou les capacités de piégeage des radicaux libres des huiles
correspondantes ont été mesurées par la méthode au DPPH. La mesure de ’absorbance a été
effectuée par spectrophotométrie a 517 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé
les pourcentages d’inhibition du DPPH par les différentes huiles essentielles extraites des six
populations testées. Les valeurs obtenues ont permis de tracer une courbe qui représente la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de 1’huile essentielle. A
partir de cette courbe nous avons détermine la concentration correspondant & 50 %
d’inhibition (IC50) qui constitue I’activité antioxydante des huiles essentielles étudiées. Les

résultats des activités antiradicalaires sont présentés par les figures (15-20).
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Figure 14. % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE de TBRCP1
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Figure 15. % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE de TBROP2
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Figure. 16 % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE de TBKHP3
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Figure. 17 % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE de TBKTP4
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Figure. 18 % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE de TBMWP5
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Figure. 19 % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de ’HE TBKTP4

Le test a permis de mettre en évidence une activité antioxydante des six populations étudiées
avec des valeurs d'IC50 différentes qui sont respectivement TBKHP3 (1,05 mg/ml), TBROP2
(1,12mg/ml), TBRCP1 (1,12mg/ml), TBKTP4 (1,21 mg/ml), TBMWP5 (1,29 mg/ml) et
TBEBP6 (1,42 mg/ml). Tableau 5 L’analyse statistique (ANOVA) a montré une différence
significative (p < 0,05) entre les différents échantillons etudiés (annexe 2). La population qui
a montré I’activité la plus importante est TBKHP3 avec un IC50 faible en comparaison avec
les autres populations. Cependant, I’ensemble des valeurs trouvés reste supérieur a celle de

I'acide ascorbique (antioxydant de référence : 0.13 mg/ml) et aux valeurs données par
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Bouzidi et al., (2013) qui ont trouvé que le Thymus broussonetii a une 1C50 égale a 0,15

mg/ml.

Les HE 1C50

TBKHP3 1,05 mg/ml
TBROP2 1,11mg/ml
TBRCP1 1,12mg/ml
TBKTP4 1,21 mg/ml
TBMWP5 1,29 mg/ml
TBEBP6 1,42 mg/ml

Tableau 5. Concentrations Inhibitrices 50

Il a été déja démontré que le carvacrol a une activité scavenger de radical DPPHe importante
(Aeschbach et al. 1994). Les travaux effectués par Mastelic et al. (2008), ont montré
également que le thymol (isomére du carvacrol) qui est un composé de nature phénolique
posseéde une capacité anti-radicalaire importante. De plus, Tepes et ses collaborateurs (2007),
ont prouvé que I’un des principaux constituants responsables de ’activité antioxydante des
huiles essentielles est le thymol qui est capable de piéger significativement le radical DPPHe
On peut donc attribuer 1’activité antioxydante des huiles essentielles des populations étudiées
au carvacrol. Ce produit est en effet, présent et a un pourcentage élevé chez toutes les
populations. Le thymol et le carvacrol ont un rdle principal comme réducteurs des radicaux
libres (Vallano et al. 2007). D’apres, Economon et al (1991) la présence de ces standards
méme a de faibles concentrations dans les huiles essentielles peut expliquer 1’activité de

piégeage du radical DPPH.

Cependant, les huiles essentielles des plantes de la famille des Lamiacées sont connues par
leur forte activité antioxydante. D’ailleurs, Bozin et al. (2008) ont mené une étude sur
I’activité antioxydante des huiles essentielles de cette famille. lls ont constaté que les
composés responsables de la réduction de radical DPPHe sont les monoterpenes oxygénés et

le melange des mono- sesquiterpenes hydrocarbonés.

Minica-Dukic et al (2004), ont montré que les composés les plus actifs pour la neutralisation
des radicaux DPPH sont les monoterpénes, les sesquiterpenes, les aldéhydes et les cétones.
Singh et ses collaborateurs (2009), ont évalué 1’activité antioxydante de deux monoterpenes

importants (citronellal et B-citronellol) et ont montré une forte activité antioxydante. Ces




composés peuvent &tre parmi les constituants de nos huiles essentielles. D’une manicre
générale, ce sont les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont responsables d’une
forte activité antioxydante. Toutefois, les composés minoritaires peuvent interagir d’une fagon
synergique ou antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Lu et
al. 2001 ; Sing et al., 2006). (KHIMA Souhila & MERABTI Celia, 2015)

4. Activité antibactérienne
En milieu liquide, la croissance bactérienne se visualise par un trouble bactérien (figure 20).
Les résultats des tests antibactériens avec des huiles essentielles de six populations de 1’espéce

Thymus broussonetii sont résumés dans le tableau 6.

Les microorganismes testés mis en présence des huiles essentielles étudiées ont montré une
sensibilité a ces huiles. Une inhibition de la croissance de ces microorganismes est notée pour

I’ensemble des HE avec une différence en fonction de type d’huile et de la concentration

Les HE ont une efficacité trés marquée contre Bacillus subtilis et Salmonella enterica (CMI

de 9.75 ul/ml) par contre la souche d’E-coli a plus au moins résistante contre I’HE de
TBROP1 et TBEBP6 avec une CMI de 37.5 ul/ml pour les deux huiles.

Staphylococcus aureus a révélé une sensibilité contre toutes les populations testées dans une
concentration en HE de 9.75 ul/ml et une résistance pour toutes les souches (CMI 18.75
ul/ml).

Les huiles essentielles de TBROP1 et TBROP2 ont une faible activité antibactérienne contre
la souche de Pseudomonas aeroginosa dans les deux concentrations (18.75 ul/ml et 9.75
ul/ml) avec une CMI de (37.5 ul/ml).
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Figure.20 Croissance bactériens présenter par des troubles visibles




Nos résultats sont semblables a ceux de Naceiri Mrabti et al., (2021a) qui ont montré une
sensibilité plus importante de Staphylococcus aureus comparée a Escherichia coli vis-a-vis
des huiles essentielles a carvacrol. Aussi les six populations de Thymus broussonetii ont une
forte activité sur les microorganismes étudiés. L’action des huiles essentielles est due a la
concentration élevée du carvacrol et I'Alpha-Pinene, et malgré la petite concentration du
thymol et bornéol dans la composition on peut les considérer comme des composeés clés qui
font la différence entre 1’activité de ces HE (Cao et al., 2009).

La plupart des composes sont déja reconnus pour leur activité antibactérienne. Le thymol et le
carvacrol sont les plus bactéricides (Zohary et al., 2004 ; Friedman et al., 2002 ; Aligiannis et
al., 2001 ; Dorman et Deans, 2000). Le carvacrol peut également étre impliqué dans
I'inhibition des processus de transport des électrons, dans le transport intracellulaire des
protéines, dans les étapes de phosphorylation et dans d'autres réactions enzymatiques (Burt,
2004 ; Ultee et al., 1999 ; Knobloch et al., 1986). L’ Alpha Pinéne est aussi considéré comme
biocide, avec son précurseur, le o-cymene, un antibactérien faible, mais il agit probablement
en synergie avec lui par I'expansion de la membrane, ce qui entraine la déstabilisation de la
membrane (Jamali et al., 2013 ; Cristani et al., 2007 ; Ultee et al., 2002). L’a-terpinéne assure
aussi, l'inhibition de plusieurs especes bactériennes (Dorman et Deans, 2000). 1l a été prouvé
que le bornéol est un composé doté d’un haut pouvoir antimicrobien du fait de sa grande
solubilité¢ dans I’eau, ce qui lui confeére une haute capacité a traverser les membranes des
cellules bactériennes (Tabacana et al., 2003 ; Knobloch et al., 1989). Dans le cas de TBROP2
et TBEBP6 la faible activité antibactérienne peut étre due a la faible concentration en
carvacrol et en bornéol par rapport aux autres huiles essentielles, et 1’existence de limonene

connu pour sa faible activité antibactérienne (Knobloch et al., 1989 ; Chalchat et al., 2000).

En plus des composés majeurs, les composants secondaires interagissent entre eux pour
donner un effet sur les activités antimicrobiennes des huiles essentielles (Cao et al., 2009 ;
Bounatirou et al., 2007 ; Pefalver et al., 2005 ; Chorianopoulos et al., 2004 ; Sokmen et al.,
2004). Certaines études ont conclu que les composants mineurs jouent un role sur l'activité et
peuvent avoir un effet ou une influence sur 1’huile essentielle (Rota et al., 2008 ; Gill et al.,

2002).

Au cours des derniéres années, la recherche de nouvelles techniques et de nouvelles stratégies
de gestion des maladies des plantes ont conduit au développement d’études avec des

antagonistes des agents pathogénes des plantes (Basan et Basan, 2002 ; Johnson et Dileone,

:



1999), parallélement nos tests sur la souche phytopathogene Salmonella enterica et Bacillus

subtilis ont illustré une large sensibilité aux huiles essentielles.

Enfin, plusieurs parameétres influencent la détermination de I’activité antimicrobienne des
huiles essentielles ou de leurs composants actifs tels que : la méthode d’évaluation de
I’activité antimicrobienne, le choix des plantes, le type et la structure moléculaire des
composants actifs, la dose ajoutée, le type des microorganismes ciblé (Nadia ZAYYAD,
2014)
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Tableau 6. Evaluation de I’activité antibactérienne

CMI (VIV)
Bactéries 300 150 75 375 18.75 9.37 T

P1L | P2 P3| P4 |P5|P6|PL|P2|P3|P4|P5|P6|PL|P2|P3|P4|P5)|P6|P1L|P2|P3|P4|P5]|P6|PL|P2|P3|P4|P5|P6|PL|P2|P3|P4|P5]|P6 TN

Bac e T e e e e e e T e e e e e e e L e I e e T I I e e
E-coli N I e e O e T e e O e e O e O e e I e A e e e I e o i T A o A N A R AR I R S
Staph | - | - | = |- |- -|-|-|-|-/-[-1-1-\-[-"1-1-/-"{-"1-\-/\-"/-"|\-|-/\-"|-/|-}|-/[+[|+[+|+[+]+]+
Sal T e e e e e e T e e L I i i e I T I e T i e e T e e e
Pseu - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + | + - - - - + | + - - - - +

(-) inhibition ; (+) croissance ; E-coli : Echerchia coli ; Staph : Staphylococcus aureus ; Bac : Bacillus subtilis ; Sal : Salmonella enterica ; Pseu :

Pseudomonas aeroginosa; TN : témoin négatif ; TP : témoin positif; CMI : concentration minimale inhibitrice

g



Conclusion et perspectives

i



Le présent travail a visé la détermination du rendement, de la composition chimique et des
propriétés antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles de six accessions de
Thymus broussonetii Boiss une Lamiaceae endémique du Maroc. Les accessions testées
proviennent de différentes régions du Maroc : Rabat chtatba, Rabat oumazza, khémissat
houdrane, khémissat tafilalt, Méknes walili et Essaouira bounouh et cultivées dans la région

de I’khemisset.

Les résultats ont montré que les six populations sont differemment pourvues en huiles
essentielles, La population de Rabat chtatba présente le rendement le plus élevé en HE avec
un pourcentage de 1.9%, Alors que Essaouira bounouh est la population la moins pourvue en

huiles essentielles avec un rendement de 1%.

La chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrometre de masse a permis d'identifier
la composition chimique des différentes huiles essentielles. L'analyse chromatographique des
HE a ainsi permis de constater que le carvacrol et I'o-Cymene sont présents dans les 6
populations avec un pourcentage différent. En effet, la population de Khémissat Tafilalt est la
plus riche en carvacrol avec un pourcentage de 74,33%. La population d'Essaouira Bounouh
est la plus riche en 0-Cymeéne avec un pourcentage de 19,49%. Par ailleurs, d'autres produits
comme le Bornéol et le GammaTerpinéne ne sont présents que dans certaines populations. Le
Thymol Methyl Ether a été détecté uniqguement dans la population de Rabat chtatba. De plus,
I'Alpha-Pinéne a été trouvé dans les 5 populations ; il était absent seulement dans la

population de Khémissat Tafilalt.

L’étude de D’activité antioxydante des HE selon la méthode de piégeage du radical libre
DPPH a montré que toutes les huiles étudiées possédent une activité antioxydante modérée
différentes selon les populations. L’huile la plus active est celle extraite d’avec une 1C50 de

1,05 mg/ml et la mois active c’est de Essaouira bounouh avec une IC50 de 1,42 mg/ml.

Les huiles essentielles étudiées sont des antibactériens naturels, mais avec des différents
degrés d'efficacité selon la population et la bactérie testée. Les HE de d’Essaouira Bounouh, et
Rabat oumazza ont montré une activité mois important avec des CMI 18.75 ul/ml et 37.5
ul/ml, En revanche les HE de khémissat houdrane, khémissat tafilalt et Méknes walili ont une

forte activité antibactérienne avec une CMI de 9.75 ul/ml.

:



Au terme de ce travail on peut dire que les différentes populations ont montré une diversité
importante des composés chimiques de leurs huiles essentielles qui ont conféré a ces
accessions des activités biologiques importantes pouvant étre exploités dans de nombreux
domaines tels que I’industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Une valorisation de
ces populations peut constituer une perspective plausible a la poursuite de ce travail. On peut
également envisager du rendement en huile essenticlle par 1’amélioration des techniques
d’extractions des huiles essentielles. D’autres perspectives peuvent étre visés comme par
exemples 1’extraction et I’identification d’autres composés actifs en dehors des huiles
essentielles a I’en cours le teste de 1’activité biologique de la plante enti¢re afin de bénéficier

de la synergie éventille entre les différents constituants de la plante.
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Annexe 1 : résultats de test i’ANOVA

PIA
ANOVA a 1facteur
Pl
Somme des Moyenne des
carrés ddl carreés F Signification
Inter-groupes 3580,213 4 395 053 | 16555, 643 ooo
Intra-groupes 81 15 054
Total 3681,024 149
Pl
Student-Mewman-Keuls®
Sous-ensemble pour alpha=0.05
o N 1 2 3 4 5
1,00 4 | 48,7200
2,00 4 58,6050
3,00 4 67,2825
4,00 4 77,5575
500 4 26,5350
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise |a taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,

PI B
ANOVA a 1facteur
Pl
Somme des Moyenne des
carrés ddl carreés F Signification
Inter-groupes 4084,305 4 1021,076 | 11799803 000
Intra-groupes 1,288 15 087
Total 4085 603 19




Pl

Student-Newman-kKeuls?®

Sous-ensemble pour alpha=0.05
C Y 1 2 3 4 5
1,00 4 | 475950
2,00 4 58 54975
3,00 4 69,2175
4,00 4 784175
5,00 4 88,6525
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,

PIC
ANOVA a 1 facteur
Pl
Somme des Moyenne des
carrés dl carés F Signification
Inter-groupes 25249 650 4 632412 | 8779,2349 000
Intra-groupes 1,081 16 072
Total 2530,730 14
Pl
StudentMNewman-kKeuls®
Sous-ensemble pour alpha=0.05
C N 1 2 3 4 5
1,00 4 48 41245
2,00 4 AT BTTH
3,00 4 67,5350
4.00 4 74,2825
500 4 79,5700
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,

PID
ANOVA i 1facteur
Pl
Somme des Moyenne des
carrés dl carés F Signification
Inter-groupes 4200,345 4 1050,086 | 13926,567 000
Intra-groupes 1,131 16 074a
Total 4201476 14




Student-Mewman-Keuls

a

Pl

Sous-ensemble pour alpha=0.05
C Y 1 2 3 4 5
1,00 4 | 47,7475
2,00 4 58,5350
3,00 4 66,3875
4,00 4 78,4250
5,00 4 89,3875
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,
PIE
ANOVA a 1facteur
Pl
Somme des Moyenne des
carrés dl carés F Signification
Inter-groupes 4389 872 4 1089 868 [ 21446,051 000
Intra-groupes 69 16 0&1
Total 4400,641 14
Pl

Student-Mewman-Keuls®

Sous-ensemble pour alpha=0.05
C Y 1 2 3 4 5
1,00 4 | 464750
2,00 4 58,6200
3,00 4 66,4625
4,00 4 77,4375
5,00 4 89,3950
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,

V|



PIF

ANOVA a 1 facteur

Pl
Somme des ddl Moyenne des F Signification
carrés carrés
Inter-groupes 4566,012 4 1141,503 | 27303,238 ,000
Intra-groupes ,627 15 ,042
Total 4566,639 19
Pl
StudentMNewman-kKeuls®
Sous-ensemble pour alpha=0.05
C Y 1 3 4 5
1,00 4 | 446175
2,00 4 57 6825
3,00 4 65 6200
4,00 4 767375
5,00 4 88,3950
Signification 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonigue = 4,000,
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