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Résumé :

L’objectif de ce travail est la détermination de la composition chimique de I’huile
essentielle (HE) d’une plante aromatique et médicinale : Le Thymus algériensis récolté dans
la région d'Ain defla. Ainsi que la détermination de ses activités biologiques. Nous avons
récupéré une huile par la technique d’hydro-distillation dont le rendement a atteint 3.34%.
Cette huile essentielle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Le criblage phytochimique a permis d’identifier les monoterpénes
comme constituants majoritaires. Ainsi, la CG/MS a recensé 23 composés pour I’HE Thymus
algériensis du dont le  Le thymol (68.67%), y-Terpinen (9.22 %), benzene (7.71 %) et
Linalool L (2.88 %).

L’activité antimicrobienne de I’HE est mesurée par la méthode de diffusion de disque.
L’huile essentielle a ¢ét¢ soumise a un criblage pour son activité antibactérienne et
antifongique possible in vitro, contre trois souches de bactéries pathogénes (Pseudomonas
aeruginosa, Esherichia coli, Staphylococcus aureus). Les résultats montrent un pouvoir

antibactérien.



L’activité anti-oxydante in vitro a été évaluée par la méthode de DPPH en comparant
avec I’acide ascorbique (Vit C), Les résultats obtenus montrent que 1'huile de laurier nobilis

exerce un pouvoir réducteur important avec une 1Cso= 11.19 pg/ml.

Finalement , consiste a étudier I’activité anti-inflammatoire selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines et d’apres les résultats obtenus, L’extrait

1’Ovalbumine et BSA sont dotés d’une forte activité anti-inflammatoire .
Mots clés : Thymus algériensis, huile essentielle, hydrodistillation, activité biologique.
Abstract

The objective of this work is to determine the chemical composition of the essential oil
(HE) of an aromatic and medicinal plant :thym, harvested from the region of Ain defla. As
well as the determination of its biological activities. We recovered these oils by the hydro-
distillation technique whose vyield 3.34%. These essential oil were analysed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry. Phytochemical screening identified
monoterpenes as the majority constituents. Thus, the CG/MS identified 24 compounds for
essential oil of Thymus algériensis with the phenol (68.67%), y-Terpinen (9.22 %), benzene
(7.71 %) and Linalool L (2.88 %).

The antimicrobial activity of HE is measured by the disk diffusion method. Essential
oil was screened for antibacterial and antifungal activity possible in vitro against three strains
of pathogenic bacteria (Pseudomonas aeruginosa, Esherichia coli, Staphylococcus aureus) the

results show an important antibacterial.

The in vitro antioxidant activity was evaluated by the DPPH method by comparing
with ascorbic acid (Vit C).The results obtained show that Thymus algériensis oil exerts a

significant reductive power with an EC50= 11.19ug/ml.

Finally ; consists in studying the anti-inflammatory activity according to the method of
inhibition of the denaturation of the proteins and according to the results obtained, the extract

I’Ovalbumine and BSA are endowed with a strong anti-inflammatory activity .

Key words: Thymus algériensis , essential oil, hydro-distillation, biological activities.
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Les plantes ont, toujours, fait partie de la vie quotidienne de ’homme, il s’en sert pour se
nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux. Elles ont été utilisées dans la médecine
traditionnelle pendant plusieurs millénaires et a travers les siecles, la connaissance des plantes

médicinales et des remeédes végétaux n’a pas cessé de s’enrichir [1].

Actuellement, cette médication, par les plantes, connait un regain d’intérét notable, et,
c’est grace aux études scientifiques basees sur les méthodes analytiques et les expérimentations
nouvelles, que le monde médicale découvre de plus en plus, le bien fondé des prescriptions

empiriques des plantes médicinales [2].

L’ Algérie posseéde une position géographique particuliere lui accordant une large bande
de végétation tres variée notamment les plantes aromatiques médicinales. La flore algérienne
recele un patrimoine végétal trés riche, mais peu connu par manque d’études sur les vertus et les
richesses qu’il peut probablement engendrer, celui-Ci est malheureusement trés peu exploité [3]
L’une des valorisations possibles de cette richesse naturelle, que sont les plantes, est I’extraction
de leurs huiles essentielles ; produits connus et utilisés par les égyptiens, les perses et les grecs,
pour leurs propriétés aromatisants et médicinales [4].

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition que de leur rendement. Cette variabilité est fondamentale car les activités qui

découlent des huiles essentielles peuvent étre trés différentes [5 _ 7].

A cet effet, dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne et a travers une étude
bibliographique approfondie, on s’est intéressé a une espece de la famille des lamiacées 1’une des
familles les plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort Pouvoir

antimicrobien et antioxydant [8].

La plante sur laquelle a porté notre choix est I’espece Thymus, et plus précisément, le
genre Thymus algériensis, ce choix est justifié par le fait que cette plante est riche en principes

actifs (huiles essentielles) et possede des activités biologiques diverses et importantes [9 _12]
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Le travail entrepris dans le cadre de ce mémoire se propose d’approfondir les
connaissances sur la composition chimique et 1’activité biologique de I’'HE de Thym. Pour cela
nous avons appliqué des méthodes d’extraction et d’analyse des composés bioactifs en utilisant

comme matiere vegétal le Thymus algeriensis de la région d’Ain Defla.

Dans le premier chapitre, une synthése bibliographique sera présentée sur les huiles
essentielles, les différentes techniques extractives et la description de la plante utilisée dans ce

travail.

La deuxieme partie du manuscrit présentera les matériels et les méthodes utilises,
notamment I’extraction de huiles essentielle et ’analyse de sa composition chimique, 1’étude de

son ’activité antimicrobienne, antioxydant et anti inflammatoire.
La troisieme partie présentera une discussion des résultats qui sera finalisée par une

conclusion et des perspectives..
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1.1 Le genre Thymus :
1.1.1 Historique :

Le thym est une des plantes aromatiques les plus employées en thérapeutique depuis les
temps les plus anciens. Il a toujours accompagné la vie quotidienne des humains [13]et depuis la
haute antiquité, les égyptiens 1’utilisaient pour embaumer les corps. Théophraste, au 4ém siécle
avant J. C a cité les deux espéces sauvages serpolet et vulgaire, qu’il appelle les thymus blanc et
noir. Aetius, général Romain a la fin du 4em siécle ; parle de poudre de thym pour les goutteux,
les douleurs de reins et de la vessie et en 1887, Chamberland démontral’action bactéricide de

I’essence de thym (notamment vis - a- vis du bacille du charbon) [14].

Le nom "Thymus" provient du mot grec « thymon » qui signifie "parfum" a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler[15]. L’espéce la
plus connue parmi les Lamiacées est sans conteste Thymus. Elle renferme des qualités
aromatiques et de nombreuses propriétés médicinales. En frangais et en anglais par exemple, on
emploie fréeqguemment le nom du genre (“"thym" et "thyme" respectivement) pour désigner

I’espéce Thymus vulgaris, et elle est connue en Algérie sous le nom de "zaatar"[16].

Le genre Thymus appartient a la famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées
en raison de la corolle en deux lévres de ses petites fleurs. C’est I’une des familles les plus larges
dans le regne végétal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces [17] . Elle
est une des principales familles productrices d’huiles essentielles et ce sont des plantes qui sont

énormément utilisées et connues en tant que herbes aromatiques [18].

Au sein de la famille des lamiacées, le genre Thymus est I'un des huit genres les plus
importants en ce qui concerne le nombre d'especes incluses, bien que ce nombre varie selon le

point de vue taxonomique [19].

Le genre Thymus regroupe environ 110 especes différentes se concentrant dans le bassin
méditerranéen [20] et selon [21], le genre de Thymus est un genre de détermination toujours
délicate, en raison de I'extréme variabilité des especes et des hybridations interspécifiques. Les
especes algériennes a feuilles linaires constituent en particulier un complexe qu'il est souvent

illusoire de chercher a déterminer d'une fagon précise.
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1.1.2 Répartition géographique du Thym :

» 1.1.2.1 Dans le monde :
Le thym est distribué dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il

pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et la péninsule du Sinai en Egypte. Passant par
les régions arides de I"Asie occidentale jusqu'a Himalaya. Dans le nord il pousse en Sibérie et

en Europe nordique [22] (Figure 1. 1).

Figure I. 1 : Distribution géographique de thym dans le monde
(Le cercle noir représente la zone de distribution du genre Thymus dans le monde).[19]

> 1.1.2.2 En Algérie :
Le Thymus comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme

dans les régions internes jusqu’au zones arides. Il est représenté en Algérie par de nombreuses

especes. Le tableau 1 montre la localisation des principales especes de thym en Algérie [23].
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Tableau I. 1 : Localisation de quelques especes de genre Thymus en Algérie

Espéces

Découverte par

Localisation

Thymus capitatus

Hoffman et Link Rare

Dans la région de Tlemcen

Thymus Fontanasi

Bois et Reuter

Commun dans le Tell

Endémique Est Algérie-

Tunisie.
Thymus Battandier Endémique Oran
commutatus
Thymus numidicus Poiret Assez rare dans : La grande et

la petite Kabylie

Thymus Algériensis

Boiss et Reuter

Endémique dans le secteur Nord

algérois

I-1.3 Classification : La classification de thym est présentée dans le tableau 1.2 [24].

Tableau 1.2 : Classification du thym

Reégne Plantae (végetal)
Embranchement Spermaphytes
(phanérogames)
Sous Angiospermes
embranchement
Classe Eudicots
Sous classe Gamopétales (Astérisées)
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
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Genre Thymus

1.1.4 Culture :

La culture des plantes du genre Thymus est considérée comme une possibilité intéressante
pour fournir des revenus agricoles supplémentaires pour les agriculteurs, en raison de leur large
utilisation dans les aliments, les industries cosmétiques et pharmaceutiques. Les plantes du genre
Thymus sont des petites plantes vivaces aromatiques herbacées qui poussent dans un sol calcaire
bien drainé et ont besoin de plein soleil pour développer leur plein potentiel. Graines, boutures, et
la division des racines sont les méthodes les plus courantes pour leur propagation [25]. Les
graines poussent dans les 1-2 semaines a 10-30 °C, la germination des graines est généralement
accélérée par la lumiere du soleil. Dans les climats tempérés ou chauds, le meilleur moment de
propagation des graines de thym est le mois de Mars (a la fin de I’hiver). Le thym est également
propagé a partir de boutures au printemps [26]. De plus, quand le thym commence a devenir
ligneux et produit moins de feuilles, aprés trois ou quatre ans, la plante est séparée en utilisant la
division des racines et replanté. Les rendements de thym pour la production d’herbes fraiches

sont environ 5-6 t / ha, en fonction des conditions environnementales et fertilisation du sol.

Le thym ne devrait pas étre fertilisé fortement, car les plantes sur-fertilisées tendent a
montrer une croissance faible. Un engrais basal contenant de 1’azote (qui est donnée apres chaque
récolte pour favoriser la croissance de nouvelles pousses pendant la saison de croissance), du
phosphore, du potassium et du soufre devrait étre appliqué annuellement pour influencer les
concentrations finales des principaux composants et donc la qualité des huiles essentielles.
Certaines ¢études montrent qu’il existe une corrélation étroite entre ’augmentation de la
production d’engrais et de thym [27]. Outre la fertilisation, d’autres facteurs agronomiques, tels
que le type du sol, salinité, densité de plantation, période de récolte et irrigation ont un grand
effet sur la production de phytomasse, et sur la qualité et la quantité d’huiles essentielles. La
comparaison entre les compositions des huiles essentielles produites dans des conditions
normales ou sous contrainte de sel, a montré que les compositions chimiques étaient similaires

[28]. Sotomayor et al., (2004) [29] ont évalué I’influence de I’irrigation sur la production de
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phytomasse et la composition d’huile essentielle de Thymus zygis subsp. gracilis (Boiss.). Ils ont
test¢ trois différents niveaux d’arrosage correspondant a 63%, 44% et 30% de
I’évapotranspiration potentielle. Ils ont trouvé que I’irrigation au niveau intermédiaire était
optimale pour la production maximale de la matiere végétale seche et de rendement en huile
essentielle. De plus, les huiles essentielles produites aux niveaux d’irrigation inférieurs et
intermédiaires étaient plus riches en thymol. L’influence de I’espece végétal et du moment de la
récolte sur la croissance et la qualit¢ de I’huile essentielle de T. vulgaris a été¢ évaluée par

Hassanali et al., (2004) [30].
1.1.5 Description morphologique du Thym :

Le thym est une plante basse sous-ligneuse, peut atteindre 40cm de hauteur, caractérisée
par des feuilles verte foncé de 4-10 mm de long, et de forme elliptique a oblongue et a tige courte
(Figure .1.2). Ces feuilles sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes), ces dernier

contiennent I’huile essentielle majoritairement composée de mono terpénes (Figure .1.3).

Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ces structures qui liberent L essence
par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges [31]Ses petites fleurs zygomorphes
sont regroupéees en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par le rose
(Figure :4)[32] [12].

Le thym a une durée de vie allant de 4 a 7 ans [33]
La floraison a lieu de avril a septembre, Ses petites fleurs zygomorphes (figure 1.3),

sont regroupées en glomerules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par la rose, et

sont tres appréciees des abeilles [34].

]
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Figure 1. 4 : Fleurs de différentes especes du Thym.
1.1.6 Principes actifs du Thym :[35]

» Les acides phénoliques :
e IIs dérivent principalement de I’acide benzoique ou de 1’acide cinnamique

e Les acides phénoliques comportent un radical COOH
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e |lIs se trouvent souvent sous la forme de glycosides ou d’esters.

e Les dérivés de I’acide benzoique sont : I’acide hydroxybenzoique, 1’acide vanillique,

e J’acide syringique, ’acide dihydroxybenzoique, 1’acide gallique et 1’acide ellagique

obtenu par oxydation de I’acide gallique .
e Les dérivés de I’acide cinnamique sont : I’acide coumarique, 1’acide férulique, I’acide
sinapique et 1’acide caféique .

> Les flavonoides:
e Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols

e Les flavonoides sont des dérives du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides .
e Les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes de carbone

assemblés en trois cycles nommés A, Cet B .

Les tanins :

e sont des polyphénols.

e sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et les solvants polaires.

e |Is présentent, a coté des réactions classiques des phenols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines.

e On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés .
1.1.7 Domaine d’usage du Thym :

a) Usage traditionnel :

Le thym est utilis¢ comme aromate en cuisine, c’est une plante condimentaire trés
appréciée en Algérie et dans différentes parties du monde pour aromatiser les plats, les fromages et

les boissons alcoolisées. C’est une plante médicinale recommandée contre tous les types de
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faiblesse, et indiquée pour les crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires les

palpitations, ainsi que les affections de la bouche .[36_ 38].

Il est considéré aussi comme l'un des remedes populaires les plus utiles et efficaces, dans le
traitement des affections respiratoires; rhume, grippes, et angine par trempage des feuilles séches.
Egalement Utilisé dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, I'expulsion des gaz intestinaux et
contre la mauvaise digestion, grace a ses propriétés stomachiques antiseptiques des voies

respiratoires et pectorale[39,40].

b) Usage médicinal et pharmaceutigue :

Les feuilles du thym sont riches en HEs dont les propriétés sont mises en profit en
phytothérapie et en médecine, comme produit vétérinaire (antiparasite, antispasmodique,
antiseptique et digestif), en plus des études ont confirmé leur activités antiseptique et

spasmolytique.

Le thym posséde des vertus antiseptique utilisées pour soigner les infections pulmonaires, il
calme les toux quinteuses, diminue les sécrétions nasales et soulage les probléemes intestinaux
[41,42]Plus de 90 especes de Lamiacée sont inscrites dans la pharmacopée parmi lesquelles le
thym [43] .En pharmacie, le thymol et le carvacrol sont employés en collutoires, dans les
dentifrices, les savons, les onguents, les lotions, les pastilles pour la gorge et les remedes

antigrippes.

Plusieurs études ont montré que le thymol posséde de nombreuses activités biologiques
telles que Dactivité antispasmodique, antimicrobienne, fongicide, insecticide, antioxydante,
anticancérigene et anti-inflammatoire [44]. Par ailleurs, les extraits de thym ont montré une large

activité antibactérienne en inhibant la croissance des bactéries a Gram positif et Gram négatif [45]

c) Usage cosmétigue :

Le thym herbe aromatique est connu pour son agréable odeur, il entre dans la
composition de beaucoup de produits cosmétiques. L’huile essentielle du thym riche en thymol

est utilisée pour la confection de savons, de produits de beauté, des parfums, des détergents,




Synthese bibliographique Chapitre |

d’articles de toilette, produits d’hygiéne, et bien d’autres produits. Par ailleurs, il a ét¢ démontré

que le thym est un bon remeéde contre la chute de cheveux[46] [42] [47] .
1.1.8 Propriétés biologiques des huiles essentielles du thym et de ses composés :

Le thym est incroyablement utilisé en cas des infections et des infections intestinales
diverses, comme les ankylostomes, ascarides, bactéries a Gram positif et a Gram négatif,
champignons et levures. Son principe actif, le thymol, est actif contre les entérobactéries et les
bactéries cocci. Le thym peut aussi améliorer le fonctionnement du foie et agit comme un stimulant
de D’appétit. Il sera utilisé dans le traitement des infections au niveau des tubes cartilagineux,
bronchiques et urinaires. 1l est utilisé comme gargarisme, et aussi dans le traitement de la laryngite
et ’inflammation. Il est utilisé aussi pour les problémes de peau comme les peaux grasses,
sciatiques, acné, dermatite et des piqlres d’insectes. En aromathérapie, 1’huile rouge et I’huile
blanc du thym sont utilisées pour leurs actions douces sur la peau. Ainsi, I’huile du thym soulage

les morsures, les piqdres et les douleurs nerveuses et rhumatismales.[48].
1.1.8.1.Propriétés anti-inflammatoires :

L’huile du thym est une combinaison de monoterpénes. La plupart des composes de cette
huile sont le thymol qui est le terpénoide naturel et le carvacrol qui est son composé chimique
phénolique [49, 50]. lls ont des effets antioxydants, antimicrobiens, antitussifs et antispasmodiques
[51, 52].

1.1.8.2.Propriétés antibacteriennes :

Les huiles essentielles obtenues a partir de Thymus vulgaris L. récoltées a 4 étapes de
processus biologiques ont été évaluées pour leurs activités biologiques et sa composition chimique.
Les huiles volatiles de thym ont été analysées pour leurs effets d’inhibition contre 9 souches de
bactéries a Gram-négatif et 6 souches de bactéries a gram-positif. La méthodologie de la
bioimpédance a été choisie pour evaluer I’activité antibactérienne de I’huile essentielle. La
technique de comptage des plaques a été utilisée pour étudier I’effet inhibiteur par contact directe.
Toutes les huiles essentielles de thym examinées avaient une activité bactériostatique contre les

microorganismes testés. Cette activité était additionnelle marquée contre les bactéries Gram-
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positifs. L’huile de thym entiérement fleuré était le premier efficace pour arréter la croissance de
I’espéce de microorganisme examinée. Les huiles testées ont montré une forte activité
antibactérienne par contact direct : ils ont donné I’impression d'étre actives contre les micro-
organismes de gram-négatifs. Certains nombres de ces espéces étaient capables de récupérer un
minimum de 50% de leur fonction métabolique une fois en contact avec I’inhibiteur, alors que la

plupart des souches se sont révélées avoir été inactives presque completement [53].
1.1.8.3.Propriétés antioxydantes :
Un antioxydant est une molécule qui inhibe I’oxydation de différentes molécules.

L’oxydation est un processus chimique qui transfére des électrons ou des hydrogénes d'une
substance a un agent oxydant. La réaction d'oxydation produira des radicaux libres. A leurtour, ces
radicaux commenceront les réactions en chaine. Une fois que la réaction en chaine se produit dans
une cellule, cela provoquera un dommage ou une mort de la cellule. Les antioxydants stoppent ces
réactions en éliminant les intermédiaires de radicaux libres et en inhibant les différentes réactions

d’oxydations.

Les feuilles du thym et de son huile sont utilisées dans les aliments pour la saveur, arbme et
préservation et en outre dans les médicaments traditionels. EI-Nekeety et al. (2011) ont mené une
expérience pour €laborer les éléments de I’huile de Thymus vulgaris L. et d’évaluer les effets
protecteurs de cette huile contre 1’aflatoxine qui provoque le stress oxydatif chez les rats. Les
résultats ont indiqué que I’huile contient le carvarcrol (45 mg / g), thymol (24.7 mg/g), B-
phellandrene (9.7 mg/g), humuline (3.1 mg/g), a phellandrene (2.3 mg/g) et myrcene (2.1 mg/g).
Cependant, o et B-pinéne, a-thyjone, tricycléne, 1, 8-cinéole et B-sabineéne ont été trouvés avec des
concentrations tres faibles. Le traitement aux aflatoxines perturbe le profil lipidique dans le sérum
sanguin, diminue la capacité antioxydante totale, augmenter la créatinine, I’acide urique et I’oxyde
nitrique dans le sérum sanguin et la peroxydation lipidique dans le foie et les organes excréteurs

avec des changements histologiques dans les tissus de foie [54].

&
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1.1.9 Composition chimique de ’HE du thym :

L essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les

plus actives [23]. Leur composition renferme des alcools, des phénols des aldéhydes, des cétones,

des esters et quelques dérivés du phényle propane.

Le thymol et le carvacrol sont les plus importants constituants du genre Thymus (tableau

1.3) sauf pour le thymus serpyllum qui est caractérisé par lI'absence de ces composés [55]

Le tableau 1.3 représente les différents composants majoritaires de 1’huile essentielle de

quelques espéces du thym :

Tableau 1.3 : Composition chimique de quelques especes de Thym.

Espece Pays Composition Référance
T. vulgaris Turquie P-cymeéne 9.9%, Thymol 46.2%, Linalool [56]
4%, y-Terpinene 14.1%
T. vulgaris Espagne p-cymeéne 18.7% , Thymol 57.7%, [57]
Carvacrol 2.8%, Linalool 2.1%
T. rosulans Turquie Carvacrol 58.1%, p-cyméne 4.1%, [58]
Thymol 20.5%, y-terpinéne
T. sipyleus Turquie Broneol 11.2%, Muurolo 9.2% - [58]
caryophyllen 7.6%, Geranial 7.3%
T. zygis Espagne Linalool 82.3%, p-cymene 0.5% Thymol [57]
2.1%, Carvacrol 0.1%
T. hyemalis Espagne p-cymeéne 16.0%, Thymol 43.0%, [57]
Carvacrol 2.4%,y-terpinene 8.4%
T. capitatus Sardinia p-cymene 26.4%, Thymol 29.3%, [59]
(ltaly) Carvacrol 10.8%, y-terpinéne 8.4%




Synthese bibliographique Chapitre |
T. vulgaris Algérie Thymol 4.92%, p-cymene 2.08%, y- [60]
Terpinene 0.92%, Linalool 82.88%
T.herbabrone Sardinia p-cymene 27.6%, Thymol 50.3%, [59]
(Nord de Carvacrol 2.9%, y-terpinene 6.1%,
Italy) Linalool 5.8%
T.herbabrone Sardinia (centre p-cymene 5.2%, Thymol 46.9%, [59]
Italy) Carvacrol 20.6%, y-terpinéne 4.6%,
Linalool 3.3%
T. serpyllum Iran p-cymeéne 21.12%, Thymol 18.73%, [61]
Carvacrol 1.34%, y-terpinéne 21.9%,
Linalool 1.08%
T. pubescens Iran p-cymene 2.85%, thymol 11.94%, [61]
carvacrol 64.79%, y-terpinéne 6.12%

1.1.10 Toxicité et précautions d’emploi :

+ L’usage en qualité d’épice du thym et de son huile essentielle, a des doses usuelles
(Jusqu’a 20 gouttes d’HE/jour) ne présente aucun risque de toxicité ni aigue, ni chronique.

+  Le potentiel de sensibilisation du thym est faible. Quelques réactions allergiques ont été
observées ponctuellement, mais il existe des réactions croisées avec d’autres plantes de la famille
des Lamiaceae. L’huile essentielle de thym ne provoque par contre aucune sensibilisation [66].

+ L huile essentielle utilisée a 1’état pur sur la peau peut provoquer une irritation cutanée

(dermocaustique) [67].




Synthese bibliographique Chapitre |

+  Demandez un avis médical avant d’employer les préparations a base de thym pendant la
grossesse et 1’allaitement car nous ne disposons pas de connaissances scientifiques suffisantes a
ce sujet.

+  Les bains de thym sont contre indiqués en cas de blessures cutanées, de dermatoses, de
fievre, d’insuffisance cardiaque [68].

+ L’usage du thymol par voie interne est contre indiqué en cas d’entérocolites,

d’insuffisance cardiaque et durant la grossesse [69].

1.2 Les huiles essentielles

1.2.1 Histoire et origine :

Reconnues pour leurs puissantes propriétés thérapeutiques et utilisées depuis des
millénaires en Chine (cannelle, anis, gingembre), en Inde, au Moyen Orient (khella, pin,
fenouil...), en Egypte, en Gréce, en Amérique (Aztéques, Mayas, Incas :bois de HO, sassafras) et
en Afrique (encens, myrrhe, ravensare), les huiles essentielles tombent dans 1’oubli au Moyen

Age.

A ce moment, I’Europe connait un retour a la barbarie avec un déclin général du savoir. Il
faudra attendre ’arrivée des Arabes pour assister a un nouvel essor de la médecine par les
plantes qui retrouvent alors une place de choix dans I’arsenal thérapeutique de 1’époque.

L’extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau nait a 1’époque de la
révolution industrielle et permet le développement de produits alimentaires et de parfums. Au
début du XX®™ siécle, des chercheurs (Chamberland, Cadéac, Martindale) démontrent, par leurs
expérimentations, le pouvoir antiseptique des huiles essentielles. Mais les véritables «péres» de
I’aromathérapie sont Gattefossé puis Valnet et ses disciples. R.M. Gattefossé, pionnier de la
parfumerie moderne se brilant les mains lors d’une explosion dans son laboratoire, a le réflexe
génial de plonger ses mains dans un récipient rempli d’huile essentielle de lavande. Soulagé
instantanément, sa plaie se guérit avec une rapidité Déconcertante. Etonné par ce résultat, il
décide d’étudier les huiles essentielles et leurs propriétés.

L’aromathérapie moderne etait née. Toutefois, malgré son incontestable efficacité,
I’aromathérapie ne regoit pas des médecins, 1’accueil qu’elle était en droit d’attendre. La

concurrence des laboratoires de produits chimiques de synthese, financiérement beaucoup plus

&
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puissants, et une mauvaise utilisation des HEs. suite a une méconnaissance des différentes
variétés pour une méme espéce sont les raisons de 1’absence d’utilisation de 1’aromathérapie a

cette époque.

aujourd’hui, des médecins (Valnet, Duraffourd, Lapraz, d’Hervincourt, Belaiche) et des

chercheurs, des pharmaciens ont définitivement assis la réputation, 1’efficacité et 1’extraordinaire

richesse des huiles essentielles.

1.2.2 Définition des huiles essentielles :

Plusieurs définitions disponibles d'une huile essentielle convergent sur le fait que les
huiles essentielles, communément appelées " essences ", sont des produits de composition
généralement assez complexe, renfermant les principes odorants volatils contenus dans les
végétaux. Elles different des huiles fixes (huile d'olive,...) et des graisses végétales par leur

caractére volatil ainsi que leur composition chimique.

L’AFNOR (Association frangaise de la normalisation) définit 1’huile essentielle comme

Produit obtenu a partir d’une matiére premicre végétale, Soit par entrainement a la vapeur d’eau

soit par des procédés mécaniques, I’huile est ensuite separée de la phase aqueuse par des procédés

physiques ». [70]
1.2.3 Localisation des huiles essentielles dans la plante :

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans des cellules a huiles essentielles
(Lauraceae ouZingiberaceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices
(Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae). Elles
peuvent aussi étre transportées dans I’espace intracellulaire lorsque les pochesa essences sont

localisées dans les tissus internes.

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de membranes
speciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymeérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
Extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des

huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air. [71,72]
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Les poils sécréteurs ou trichomes qui peuvent se présenter sous quatre formes: ils 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 Lo ou bosselé. Les poils
sécreteurs peuvent étre externes ou bien internes, comme dans les divers eucalyptus ; Les
trichomes glandulaires constituent un autre type de structure de sécrétion et/ou d‘accumulation
des CTV. Ces trichomes ont particulierement été étudiés chez certaines familles botaniques telles

que les Solanacées et les Lamiacées [73]

Les cellules épidermiques: il s’agit de cellules plus petites que les autres cellules
épidermiques. Elles sont davantage perméables car leur paroi ne contient pas de cutine ; ce type
de cellules se rencontre généralement dans les pétales de fleurs. Chezla rose.

Les poches sécreétrices: leur genése débute par la division d’une cellule Parenchymateuse en
quatre cellules, qui forment en leur centre une poche. Dés lors,il existe deux voies d’évolution
pour cette poche: soit les cellules entourant la poche,continuent a se diviser tout en formant une
seule rangée tout autour; la poche est qualifiée de schizogene ; soit les cellules, entourant la
poche, vont se diviser et s’organiser pour constituer des rangées successives autour de la poche,
avec un phénomeéne de lyse pour les cellules de la rangée la plus Interne formant alors une poche

schizolysigéne
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Figure 1.5 : Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles. (A): poilsécréteur
de Mentha pulegium), (B): trichome glandulaire de Mentha pulegium, (C): trichome

glandulaire de Lippia scaberrima et (D): structure de trichome glandulaire de Thymus
1.2.4 Propriétés physico-chimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentiellesforment un

groupe trés homogene [74],[71]
v’ Les principales caractéristiques sont :

Liquides a température ambiante.

N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

AR NERN

Volatiles et tres rarement colorées. [75]

v Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpénes. Un indice
de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygenes.
Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice éleve,cependant une teneur élevee en
dérivés oxygénés produira I’effet inverse.

v" Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants

organiques mais peu solubles dans ’eau. [76]

1.2.4.1 Propriétés physico-chimiques

Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules
indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés ne
donnent que des informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a
d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa valeur
sont définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.

+ Densité :

La densité ou la masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la masse d'un
matériau par unité de volume, donc c’est le rapport du poids d’un certain volume d’uncorps et le
poids du méme volume d’un corps de référence (eau).

+ Indice de réfraction :

&
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L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle
d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante [77]

L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est le rapport de deux vitesses. Plus la lumiére

est ralentie, plus la matiere a un indice de réfraction élevé.

L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé. Il est supérieur a
ceux de I’eau a 20°C = 1.3356, et de I’huile d’olive a 20°C= 1.4684. Ceci montre leur richesse en

composants qui dévient la lumiére polarisée.

+  Potentiel d’hydrogéne :

L’abréviation de potentiel d’hydrogéne est pH, mesure I’activité chimique des ions
hydrogenes (H*) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
mesure ’acidité ou la basicité d’une solution. II s'agit d'un coefficient permettant de savoir Si une

solution est acide, basique ou neutre.

+ Indice d’acide :

C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans 1g d’huile essentielle. La teneur en acides libres des corps gras augmente avec le

temps, I'indice d'acide permet donc de juger de leur état de détérioration. [77].

1.2.4.2 Analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles
Les propriétés physico-chimiques sont des indices propres constants d'une substance
pure. Elles sont toujours mesurées, mais elles sont indiquées a titre indicatif, car la complexité
des huiles essentielles ne permet pas de détecter les fraudes uniquement grace aelles. L'analyse
physico-chimique reste donc indispensable et la mieux adaptée pour connaitre la composition

exacte d’huile essentielle, et donc la plante de laquelle elle est extraite.
L’analyse quantitative et qualitative des huiles essentielles fait appel a plusieurs
techniques et méthodes. Parmi ces méthodes nous parlons sur les méthodes micro- analytiques
qui permettent 1’identification et le dosage des produits méme a 1’état de traces. Ces méthodes

consistent en I’utilisation des techniques de séparation et d’analyse des structures chimiques.

|
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a. Lachromatographie en phase gazeuse

Il s’agit d’une technique de chimie analytique qui permet de séparer des composés volatils
ou volatilisables sans dégradation (non-thermolabiles). Son pouvoir de séparation dépasse celui
de toutes les autres techniques, du moins pour les huiles essentielles.

La chromatographie en phase gazeuse CPG est une technique trés répandue. Elle
posséde plusieurs avantages : sensibilité, polyvalence, rapidité de mise au point des analyses

nouvelles et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent plus son intérét [78]

“anne pour introduction directe
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Figure | .6 : Appareillage pour une CPG

La technique a été perfectionnée et permet maintenant de séparer les constituants des
mélanges trés complexes contenant jusqu’a 200 composés [79]. Elle s'applique principalement
aux composes gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle est
de plus en plus utilisée dans les principaux domaines de la chimie. Le mélange a analyser est
vaporisé a l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance active solide ou liquide appelée
phase stationnaire, puis il est transporté a travers celle-ci a l'aide d'un gaz porteur (ou gaz
vecteur). Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la colonne les unes
apres les autres apres un certain laps de temps qui est fonction de l'affinit¢ de la phase
stationnaire avec ces molécules [80].

b. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (mass spectrometry ou MS) est une technique physique d'analyse

permettant de détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de
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caractériser leur structure chimique.

Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le spectromeétre de masse est souvent couplé avec
un systeme de chromatographie en phase gazeuse, et cette association, d'une méthode séparative
et d'une méthode d'identification, permet d'étudier des mélanges complexes a I'état de traces
(quelques nano grammes de mélange).

Le principe de la spectrométrie de masse est le suivant :

v" Un composé organique introduit dans le spectrométre de masse est ionisé par
bombardement électronique & 70 eV. L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la

détermination de la masse molaire du composé.

v" Il peut y avoir des ruptures des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire,
formant ainsi des ions fragments caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait

pas au hasard mais selon des mécanismes bien détermines.

v Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur rapport masse/charge

par I'application d'un champ magnétique et/ou électrique, puis collectés par un détecteur.

v" L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la lecture

permet I'identification de la structure moléculair

c. Analyse par couplage GC/MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse et de
la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses
substances. La méthode est basée sur la séparation des constituants a 1’aide de la CPG et leur
identification par le biais de la SM.

La chromatographie en phase gazeuse sépare des fractions moléculaires composant
I’échantillon en se basant sur la vitesse de déplacement et le temps de rétention mis pour
parcourir une colonne remplie d’une phase stationnaire. La spectroscopie de masse utilise des
sources énergétiques pour ioniser, fragmenter et enfin separer les groupements moléculaires

selon le rapport masse/charge électrique (m/q).

&
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Figure 1.7 : Schéma de couplage CPG/SM

La combinaison de ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les
composants de I’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse
compléte aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser. L’identification est
ensuit réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales (spectres
de masse) des constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de référence
contenus dans des bibliotheques de spectres. L’avantage d’un couplage en chained’une interface
chromatographique avec un spectrometre est la possibilité d’analyser le spectre individuel d’un
composé. Il s’agit de la technique la plus utilisée pour ’analyse des huiles essentielle en raison
en grande partie de la facilité de prise en main des systemes de séparation et de détection

performants, avec un cout relativement faible

1.2.5 Méthodes d’extraction des huiles essentielles
L'HE représente de 0,1 a 3 % du poids sec des plantes aromatiques. Une grande variété
de méthodes d’extraction est utilisee commercialement pour isoler les HEs a partir dumatériel
végétal. Les méthodes traditionnelles et commerciales utilisées pour extraire les HEs sont :
[81] (Figure : 1.8).

=
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Figure 1.8 : Modes d’extraction des huiles essentielles [82].

L'entrainement a la vapeur d'eau et I’hydrodistillation constituent les procédés
d'extractionou de séparation de certaines substances organiques les plus anciens, apportés par les

Arabes au IXéme siecle. Cette opération s'accomplit traditionnellement dans un alambic [83].

1.2.5.1 Distillation

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'neure actuelle. La méthode est
basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition
des deux composés, I'huile essentielle et I'eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et
I'eau distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous pression atmosphérique
normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par leur vapeur d'eau sans
subir d'altérations majeures [84]. Il existe précisement trois différents procédes utilisant ce
principe : I'hydrodistillation, I'nydrodiffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau [85].

Tout d'abord, I'hydrodistillation (water distillation). Il s'agit de la méthode laplus
simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergé directement

dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a

=
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ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensees dans un réfrigérant et I'huile essentielle se
sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant plus légére que
I'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au- dessus de I'hydrolat [86] .

Cette technique a été appliquée dans de nombreux travaux [87_89].

Vient ensuite, la distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam distillation).
Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans I'eau. Il est placé

sur une grille perforée a travers de laquelle passe la vapeur d'eau.

La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration
de la qualité de I'nuile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal
ne baignant pas directement dans I'eau bouillante [84]. Cette méthode est industriellement la plus
utilisée pour I“extraction huile essentielle de Rosmarinus officinalis dans le but d’obtenir un bon

rendement de L’essence et de réduire le temps d’extraction [90].

Figure 1.9 : Montage d’extraction par la techniqued’hydrodistillation [91]

1.2.5.2 Entrainement a la vapeur d’eau
C’est la technique la plus couramment utilisée pour la fabrication des HEs. C’est la seule
distillation préconisée par la Pharmacopée francaise, car elle minimise les altérations
hydrolytiques (notamment des esters). Dans cette méthode, la matiere végétale n’est pas en
contact avec I’eau. Cette opération s'accomplit dans un alambic. Unflux de vapeur d'eau traverse
une cuve remplie de plantes aromatiques disposées sur des plaques perforées. Le but consiste a

emporter avec la vapeur d'eau, les constituants volatils de la plante aromatique [92].
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Les huiles essentielles sont genéralement obtenues par distillation et entrainementa la
vapeur d’eau, cette opération s’accomplit dans un distillateur. Le matériel végétal estsoumis a
I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Ce courant de vapeur entraine les
molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a 1’état liquide par condensation. Leproduit de la distillation se sépare donc
en deux phases distinctes : ’huile essentielle et 1’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou
hydrolat [93]Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait
que la plupart des composeés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables parla vapeur
d'eau, du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractere hydrophobe. Sous
I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans I'extracteur, I'essence se libére du tissu
végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une surface

froide et I'nuile essentielle se sépare par décantation [71] (Figure 1.10].
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Figure 1.10 : Principe schématisé de I'extraction par entrainement a la vapeur (EVE)
[94]

1.2.5.3 Extraction par le CO» a I'état supercritique

Ce procédé est base sur le fait que le CO2 dans des conditions dites critiques (fortes

pressions) présente un pouvoir de dissolution accru vis-a-vis de divers composés tels que les HE,

les arbmes et les colorants . .. [95].

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

®
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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 « ceeur de la
nature » souvent trés proches de 1’odeur de la matiére premiére traitée et exempts de solvants

organiques [96].

Gréace aux caractéristiques du CO2 a I’état supercritique, en particulier celle d’étre un

solvant & « géométrie variable », nous pouvons donc obtenir & basse pression des extraitsdont la
composition est de type « huile essentielle », a haute pression des extraits dont la composition est
de type « concrete ». Evidemment selon les conditions opératoires, on peuten théorie obtenir tous

les extraits intermédiaires [96].

Extraction par CO, supercritique
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Stockage CO, liquide e o Chauffage
du CO,
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B CO, a l'élat supercritique ol
B CO, a l'élat supercritique + extrait 50054
M CO, a l'élat gazeux oo
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Figure 1.11. Schéma simplifié¢ d’une opération d’extraction au CO2 avec séparation par
détente [97]

1.2.5.4 Hydrodiffusion :

L’hydro diffusion consiste a pulser de la vapeur d’eau a tres faible pression a travers la
masse végétale, du haut vers le bas [98]. La condensation du mélange de vapeur contenant
I’huile seproduit sous la grille retenant la matiére végétale. L'avantage de cette méthode est d'étre

plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils. De plus, I’hydrodiffusion
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permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la

réduction de la consommation de vapeur (Figure 1.12) [38]
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Figure 1 .12 Hydrodiffusion [38]

1.2.5.5 Extraction par micro-ondes :

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée
hydrodistillation par micro-ondes sous vide. Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée
par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniere
séquentielle. [99]

Réfriglrant d o emm—

uile resentielle
Décoction §

Figure 1.13 : Dispositif d’extraction assistée par micro-ondes [100]
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1.2.5.6 Expression a froid : [101]

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans 1’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits

fragiles en raison de leur composition en terpenes et aldéhydes.

C’est pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de matiere premiere, est utilisé un

procédé totalement différent d’une distillation classique, qui est I’expression a froid.

Le principe de cette technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois dessacs
oléiféres contenues dans 1’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces sacs sur les

parois.

Alors que jusqu'a une époque récente, I’huile essentielle constituait le produit majeur
obtenu a partir des fruits de Citrus, désormais c’est le jus qui représente le produit le plus
important, 1’huile essentielle étant devenue un sous-produit de la production de jus de fruits
d’agrumes. De plus I’expression de type manuel dite « a I’éponge » a laissé place a des procédes
beaucoup plus industrialises et mécanises afin de diminuer les coits, d’augmenter les rendements
et de préserver le fruit en vue de I’extraction de son jus. Cependant ’utilisation de grande
quantité d’eau dans la majeure partie de ces procédés peut altérer les qualités des huiles
essentielles par dissolution des composés oxygénés, par hydrolyse et par transport de
microorganismes. C’est pourquoi les constructeurs cherchent en permanence a s’affranchir de

I’utilisation de 1’eau lors de telle extraction.

L’extracteur est une machine permettant 1’expression a froid de I’huile essentielle des
hespéridés sans emploi d’eau, ce qui évite ainsi des altérations telles les hydrolyses ou les

solubilisations des certaines classes de composés aromatiques.

Le principe de cette machine est basé sur ’ouverture des sacs oléiféres par éclatement

sous I’effet d’une dépression.

La sfumatrice provoque la libération de 1’huile essentielle des sacs oléiféres au moyen de
zones de vibrations ce qui a pour effet de restituer de fagon intacte I’écorce de fruit (sans traces
de blessures). L’huile essentielle est ensuite entrainée par un jet d’eau avant d’étre séparée de la

phase aqueuse par centrifugation.

\ﬂ
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La machine d’extraction « in line », relativement complexe, permet a la fois I’extraction

du jus et de I’huile essentielle du fruit sans que ces deux produits soient en contact.

1.2.5.7 L’extraction par solvants volatils :

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur
un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé auconcentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concréte ». Cette concréte pourra
étre par la suite brassée avec de I’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires
vegetales. Aprés une derniere concentration, on obtient une « absolue ». Les rendements sont
généralement plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite 1’action
hydrolysante de 1’eau ou de la vapeur d’eau. Du fait de 1’utilisation de solvants organiques, cette
technique présente toutefois des inconvénients qu’il est important de noter. En effet,
I’intervention de solvants organiques peut entrainer des risques d’artéfacts et des possibilités de
contamination de 1’échantillon par des impuretés parfois difficile a éliminer. Le solvant choisi,
en plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou
I’oxygene, sa température d’¢ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination,
et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait. Parmi les solvants les plus utilisés, on
recense: le méthanol, 1’éthanol, 1I’éther de pétrole ou encore le dichlorométhane. Cependant,
depuis quelques décennies, I’extraction par solvant a connu d’intéressantes améliorations.

L’hydrodistillation-extraction simultanée et 1’extraction par Soxhlet sont les principales. [75]

L’extraction par ’appareil de Soxhlet consiste a faire passer a travers la mati¢rea traiter
contenue dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours neuf puisque
distillé a chaque cycle. Cette technique est loin d’étre exclusive aux molécules aromatiques
d’origine végétale. Elle est fréquemment utilisée pour I’extraction de lipides, ou de diverses
autres catégories de molécules.De plus, cette technique d’extraction a été récemment combinée

aux microondes et aux ultra-sons.
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Figure I .14 : L’extraction par solvants volatils [94].

1.2.5.8 Autres méthodes d’obtention de I’huile essentielle

a) Expression mécanigue a froid

Ce mode d’obtention particulier est réalis¢ uniquement pour les fruits de la famille
botanique des Rutaceae (citron, orange, bergamote, mandarine, etc.). C’est une méthode simplequi
consiste a briser mécaniquement par abrasion les poches oléiferes localisées au niveau de
I’écorce ou du péricarpe du fruit pour en recueillir le contenu[102]. L’huile essenticlle est
séparée du jus de fruit par un procédé mécanique de décantation a froid. De nos jours,
I’expression mécanique reste le procédé le plus simple et le seul ne modifiant pas le produit
obtenu. Ainsi, I’HE recueillie porte le nom d’essence. Le produit obtenu ne subissant pas de
modifications, les essences obtenues par extraction mécanique possédent une activité
thérapeutique nettement supérieure a celle des HE produites par d’autres procédés. En effet,
contrairement aux HE uniquement constituées de molécules volatiles, les essences, quant a elles,

renferment des composés non volatiles comme des flavonoides ou encore des stéroides [103].

\J
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Figure 1.15 : Expression mécanique a froid

b) L’enfleurage

Dans cette technique, les végétaux, en général les fleurs, sont mis en contact avec un
corps gras (axonge) qui se Sature d'huile essentielle. Le corps gras est ensuite épuisé par un
solvant puis évaporé sousvide[.104]

1.2.6 Composition chimique des huiles essentielles

Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition
chimique analysable et trés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers
et il en reste beaucoup a découvrir. Ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
(les composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane,
beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus
de degradation mettant en jeu des constituants non volatils [6].

1.2.6.1 Terpenes et terpénoides

a) Les terpénes

Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). selon le mode de couplage « téte-queue » lls
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain

nombre de produits naturels a fonctions chimiques speciales[103]
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Figure 1.16 : Exemples de Structure chimique de terpénes

b) Les terpenoides

Les composés de type terpénique sont largement rencontrés dans les huiles essentielles, ils
sont formés d’un multiple pair ou impair d’unités de 2-méthylbuta-1,3-diéne ou appelé encore
isopréne (C5HS).

On distingue ainsi selon le nombre d’entités isoprénes le groupe des monoterpénes (C10H16),
les sesquiterpénes (C15H24), les diterpénes (C20H32), les tétraterpénes de huit isoprénes qui

conduisent aux caroténoides et les polyterpenes (C5H8) n ou n peut-€tre de 9 a 30[105].
1.2.6.2 Les composés aromatiques
Le groupe des composés aromatiques renferme les molécules de parfum comme la vanilline,

I'eugénol, I'anéthol et I’estragol. Ces composés sont abondants dans les huiles essentielles des
Apiaceae (Anis, Fenouil, Cannelle, Basilic). [106.]

|
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1.2.6.3 Composés d'origine diverses :

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation du
molécules non volatiles issus soit de la dégradation des terpenes non volatils qui proviennent de
I’auto-oxydation par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acideslinoléiques et

a- linolénique en (3-cis hexanol, décanal, B-ionone [6].
1.2.7 Les activités biologiques des huiles essentielles
1.2.7.1 Activités antibactériennes

Les qualités antibactériennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis

I’antiquité. Ces propriétés sont dues a la fraction des huiles essentielles contenues dans les

plantes [107].

Les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes
appartiennent aux Labiatae : 1’Origan, le thym, la sauge, le romarin, clou de girofle sont autantde
plantes aromatiques fréquemment utilisés comme ingrédients alimentaires. Les huilesessentielles
de ces plantes ont toutes une particularité commune : elles sont riches en composés phénoliques
comme I’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces trois composés possédent une forte activité
antibactérienne contre un large spectre de bactéries : Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria
monocytogene, Salmonella enterica, Clostridium jejuni, Lactobacillus sake, Satphylococcus

aureus et Helicobacter pyroli [108].

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bacteriennes n’est pas clairement
élucidé [109].

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huilles essentielles, il
est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais
a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire [110]. Etant donné la complexité de leur
composition chimique, tout laisse a penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a
cerner du point de vue moléculaire. Il est trés probable que chacun des constituants des huiles
essentielles ait son propre mecanisme d’action. Le mode d’action des huiles essentielles depend
en premier lieu du type et des caracteristiques des composants actifs,en particulier leur propriété

hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane

|
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de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane
([111],[110]).

D’une maniére genérale, leur action se deroule en trois phases :

v Attaque de la paroi bacterienne par 1’huile essentielle, provoquant une augmentationde la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

v' Acidification de I’interieur de la cellule, bloquant la production de 1’energie cellulaireet la
synthése des composants de structure.

v' Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie [112]

1.2.7.2 Activités antioxydants :
La recherche de nouveaux antioxydants & partir de matieres végétales a pris une tres
grande attention dans ces derniéres décennies. L’utilisation des antioxydants synthétiques dansles
industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques est suspectée a long terme d’effets

tératogenes, mutageénes et cancérigenes.

Plusieurs limites et restrictions ont été mises en place concernant leur utilisation, leur
substitution par des antioxydants naturels s’avere primordial. Les plantes sont une source des
antioxydants naturels. Ces derniers sont apparus comme alternatifs aux antioxydants

synthétiques, et ils sont aujourd’hui généralement préférés par les consommateurs [107].

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher I’oxydation de ces substrats [113].

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques qui permettent de ralentir le
phénoméne d’oxydation et protéger le systeme cellulaire contre les effets des processus
potentiellement nocifs qui causent ’oxydation excessive, en particulier, ils stabilisent les

radicaux libres et les empéchés de poursuivre leurs ccuvre de destruction.

Ils bloquent I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou
des agents de terminaison capables de dériver ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en

formant des produits finis non radicalaires.

|
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1.2.7.3 Activités inflammatoires :

Un anti-inflammatoire est un médicament qui agit sur les conséquences
physiopathologiques de la réaction inflammatoire quelle qu’en soit 1’origine. [114].0n en
distingue deux grands groupes les antiinflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS), dont les cibles pharmacodynamiques sont différents. [115].

1.2.8 .Conservation et étiquetage des huiles essentielles

1.2.8.1. Conservation

I1 est possible de réduire 1’instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles en
utilisant des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable ou en verre brun,
entierement remplis et fermés de fagon étanche, stockes a basses température, ou conservés sous
atmosphére d’azote. On peut également recourir a I’adjonction d’autres antioxydants [116]-[117]
1.2.8.2. Etiquetage

Les informations qui doivent figurer sur 1’étiquéte sont les suivantes [118] :

v" Nom scientifique et vernaculaire de la plante.

La partie de la plante utilisée.
L’origine de la plante ou lieu de production.
Mode d’obtention de I’'HE.

La variété et le chémotype s’il existe.

NN

Numéro de lot, date de production et date de péremption.

v Nom, adresse et numéro de téléphone du fournisseur .
1.2.9 Application médicale des HEs

En raison de leurs diverses propriétés, les huiles essentielles sont devenues une matiére
d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance.En effet, elles
sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en
pharmacie par leurs pouvoirs, antispasmodique, antidiabétique, analgésique, aperitif,
antiseptique..., en alimentation par leur activité antioxydante et leur effet aromatisant, en

parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante.
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1.2.9.1 En pharmacie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d’infusion (menthe, verveine, thym...) et sous la forme de préparations galéniques. Plus de 40%
de médicaments sont & base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgine est un
digestif antiacide qui se compose d’huile essentielle de carvi.

De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisants de masquer 1’odeur
désagréable de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus en

pharmacie sont a base des huiles essentielles comme par exemple les collyres (goute), les

cremes, ... [119]

Huile
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Merthol, swnthery
e

Figure 1.17 : Des médicaments & base d’HE [120]

1.2.9.2 En parfumerie et cosmétologie

Les d’huile essentielle sont recherchées dans I’industrie des parfums et des cosmétiques
en raison de leurs propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d’importants
tonnages d’essences (60%) en particulier celles de rose, de jasmin,de violette, de verveine...Les
d’huile essenticlle sont aussi consommées en cosmétologie pour parfumer les produits
cosmétiques : les dentifrices, les shampoings, les crémes solaires, les rouges a lévres, les savons,
etc.... [121]

Les produits d’hygi¢ne, détergents et lessives par exemple, consomment eux aussi
beaucoup des huiles essentielles pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits
purs
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Figure 1.18 : utilisation d’HE dans la cosmétique
1.2.9.3 Dans les industries agro-alimentaires
En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisants, les huiles essentielles sont
employées quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier, thym...). Elles sont
également tres prisées en boissons anisées et en confiserie (bonbons, chocolat...). Leur pouvoir
antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les moisissures, conservation par
exemple par le thym et le romarin [122].
1.2.9.4 Aromathérapie
Dans notre sociét¢ moderne, la médecine courante, d’orientation allopathique, se trouve
confrontée a des problemes majeurs : I’inefficacité des antibiotiques face a certains germes
pathogeénes devenus résistants, le manque de substances antivirales, [’augmentation des
déficiences immunitaires des individus, le cercle vicieux auquel aboutit la prescription continue

de meédicaments psychotropes [123]

L’aromathérapie propose des solutions alternatives a ces problemes. Alors que les
microbes deviennent de plus en plus résistants aux structures moléculaires de synthése des
antibiotiques, ils se heurtent plus difficilement a I’infinie diversité et a la complexité des HE
[124]. Elles apportent a I’organisme, les concentrés de la nature les plus précieux pour rétablir ou
conserver I'équilibre indispensable a la santé [125].
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1.2.9.5 En dentisterie :

Gréce a leurs propriétés aromatisants et antiseptiques, les HEs ont été largement utilisées
dans les bains de bouche congus pour I’hygi¢éne buccodentaire. Les préparations a base du
Thymol, d’Eucalyptol et du Menthol sont parmi les plus utilisées depuis longtemps dans le
monde, surtout aux Etats—Unis. Cependant, c’est juste en 1987 que les bains de bouche préparés
a base d’HEs ont été approuvés par l'association dentaire américaine (ADA), attribuer a leur
efficacité antimicrobienne et leur sGreté. Parmi les bains de bouche les plus connus au monde, on
donne I’exemple de la Listerine® qui est une solution constituée d’HE de Thymol et

d’Eucalyptol utilisée pour le lavage de la cavité orale et les dents[126]
1.2.9.6 Diverses industries :

L’industrie chimique est le principal utilisateur des isolats issus des huiles essentielles
comme matieres premiéres pour la synthése de principe actifs médicamenteux, de vitamines, de

substances odorantes, exemple : pinénes, sclaréol, linalol, citronellal, citral eugénol, safrol, ect...

[127].

Tableau | .4: Exemples de la diversité d'applications des huiles essentielles [128]

Huiles Parfumerie Alimentatio Médecine
Essentielles
Cosmétique Technique
Basilic Perfume Arome pour Antispasmodi
sauces et querégulateur du
condiments Systeme
Citronnelle Arome pour Arome pour
savons, boissons et
désinfectant, sucreries
éloigne les
Insects

=



Synthese bibliographique

Chapitre |

Eucalyptus ATOME pour | Aptj-
boisson, inflammatoire
sucreries, creme
Glacées

Géranium Perfume Arome pour Antispasmodi
sucreries, que
chewing-  relaxant
Gum

Menthepoivrée Saveur pour Saveur pour | antalgique,

dentifrice liqueurs, glaces, | gnesthésique,
chewing- gum, tonique,

Chocolat stimulant du

systéme nerveux

1.2.10 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits a risque. La toxicité provient de la présence de

certaines molécules aromatiques pour lesquelles des risques ont été identifiés suite a des tests

e la famille des cétones : (une neurotoxicité et un risque abortif)

o |a famille des phénols et des aldéhydes : (dermocausticité, hépatotoxicité, irritation

des muqueuses respiratoires, déclenchement de crises d’asthmes),

e la famille des furocoumarines et pyrocoumarines : (réactions érythémateuses sous

I’effet prolongé du soleil),

e la famille des monoterpénes : (enflamme et détériorer, les néphrons) [22].

Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces

substances de fagon abusive. Comme pour un medicament, il existe pour chaque huile essentielle

un équilibre entre le bénéfice et le risque qui doit aussi étre envisagé en fonction du sujet [129].

|
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11.1 Introduction
Notre travail a été réalisé au laboratoire de génie des procédés de 1I’Université Djilali
BOUNAAMA de Khemis Miliana et au laboratoire d’analyse ZIBOUCHE de Ain Defla. Notre
travail & pour objectif de contribuer a I’étude de I’extraction et la caractérisation physico-
chimique et les activités biologique (antibactériens, antioxydant et antiinflammatoire )I’huile
essentielle de thymus (thym) de la région d’Ain Defla. Pour cela, nous avons suivis différentes

étapes qui sont résumees par la figure 11.1.

Les lieux ou ont étés réalisé les différentes taches de notre travail sont regroupés dans le

tableau I1.1.
Tableau I1. 1. Lieu et taches effectuées
Lieu de travail Laboratoire Travail expérimental
Université Laboratoire de génie Extraction de I’HE et I’étude
Djilali Faculté ST des procédés des propriétés physico-
BOUNAAMA chimiques
khemis
Miliana Laboratoire d’analyse Etude de I’effet antioxydant
Etude de I’effet anti-
inflammatoire
Ain Defla Laboratoire des Laboratoire Etude de I’activité
analyses médicales microbiologique antibactérienne
du Dr ZIBOUCHE
Tipaza Centre de
recherche Labo de recherche
Scientifique et GC/MS L’analyse GC/MS d’HE
techinique en
Analyse Physico-
Chimiques
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Rendement

d’extraction

Feuilles de
thym

|

Test
d’humidité

!

Extraction de I’HE
par
Hydrodistillation

\

Etude de la
cinétique

!

!

!

|

Propriétés Propriétés Propriétés Identification des
biologique organolepti Physico- composées par
que chimique GC/MS
Masse Densité Mesure Indice Indice Indice de Indice Anti- Anti-
volumique de PH d’acide saponification réfraction d’ester reflux acide
Y ‘l’ ‘l’

Test antibactériens

Test anti-
inflammatoire

Test antioxydant

Figure I11.1 : Diagramme général de la procédure expérimentale
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1.2 Matériels et méthodes
11.2.1. Matériel utilisé
11.2.1.1. Appareillage utilisé

Tableau Il. 2. Liste d’appareillages, de verreries et de produits utilisés dans notre étude

expérimentale.

Appareils Verreries Produits utilisés
Autoclave Ballon 1000ml Huile de thym
Bain marie Béchers Phénolphtalléine
Balance de précision Boites de pétri Eau distillée
Chauffe ballon Disques d’ATB Ethanol
Appareil GC/MS Ecouvillons Eau physiologique
Hydrodistillateur de type Eppendorfs Vitamine C
Clevenger Eprouvettes 1,1-Diphényl-2
Incubateur Erlenmeyers picrylhydrazyl
Réfrigérateur Fioles (DPPH)
Réfractometre Flacon en verre Hydroxyde de potassium
pH métre Gants (KOH)
Agitateur magnétique Micropipette Acide chlorhydrique (HCI)
Diméthyle sulfoxide
(DMSO)
Aspirine
diclofenac

11.2.1.2. Matériel végétal

La plante qui a fait I’objet de notre étude est le Thymus algériensis. Cette espéce est trés
répondue en Algeérie. Dans notre cas, nous avons étudiée le thym qui provient de la commune de

khemis miliana dans la wilaya d’Ain Defla. Il a était cueillie au mois d’avril.
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L’extraction de 1’huile essentielle est réalisée a partir des feuilles fraiches et seches de
thym

11.2.1.3 Séchage de la plante

Les feuilles de thym fraiches sont rincées plusieurs fois avec de I'eau de robinet puis a
I’eau distillée, elles sont ensuite séchées pendent 8 jour a I’air libre et a I’ombre puis stockées a
’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.

11.2.2 Méthodes
11.2.2.1 Extraction par I’hydrodistillation
L’hydrodistillation est réalisée avec un extracteur de type clevenger.
11.2.2.1.1. Montage de I’hydrodistillation

Le chauffe-ballon est placé sur un support élévateur en position haute. Le systeme

refroidissant est fixé a un support a I’aide d’une pince et d’une noix et a son extrémité est placer

une allonge de distillation. On utilise des clips pour  maintenir assemblées les deux pieces en
verre (Figure.l1.2).

1 : chauffe ballon 2 : ballon 3 : matiére végétale + eau
4 : statif 5 : ballon recette 6 : Réfrigérant

o
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Figure.ll.2 : Montage d’hydrodistillation.

11.2.2.1.2 Protocole d’extraction
On pese 30g de feuilles de Thym séchées et écrasées dans un ballon de 1L, on ajoute750ml

d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition a 1’aide du chauffe ballon pendant 3 h.

Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversent le serpentin de refroidissement et se

condensent. Puis elles sont récupérées dans une ampoule a décanter. Deux phases se forment :

e Une phase organique : elle est huileuse et tres parfumée, c’est 1’huile essentielle.
e Une phase aqueuse : I’hydrolat ou I’eau aromatique, elle est 1égérement parfumée et

contient les mémes composés que I’EH mais en tres petite quantité.

11.2.2.1.3 Conservation de I’huile essentielle
Les HE sont sensibles a la température et a la lumiere. C'est pour cela qu’on a conservé
notre huile a une température voisine de 4°C et a l'abri de la lumiere, enveloppée de papier
d'aluminium, jusqu'a son usage pour éviter toute dégradation.

44



Matériels et méthodes Chapitre 11

11.2.2.2 Détermination du Rendement d’extraction :
Le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme étant le rapport entre la masse
d’HE obtenue apres extraction (Me) et la masse de la matiére végeétale utilisée (Mv). Il est donné

par la formule suivante : Formulell.1l

Me
R%= X100
Mv

R%: Rendement en %.

Me : Masse d’huile essentielle extrait.

Mv : Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction.

Le rendement enregistré pour I’huile essentielle de ’espéce Thym en Algérie et dans
différentes régions du monde est donné dans le tableau 11.3.

Tableau I1.3 : Rendements de ’HE de Thym en Algérie et dans différentes régions du
monde

Rendement Origine Références
(%)

4.2 Algérie (Tlemcen) [17]

2.2 Algérie (Mostaganem) [17]

1.15 Algérie (M’Sila) [16]

1.58 Algérie (Blida) [60]

2 Algérie (Relizane) [130]

1.31 Algérie (Chlef) [14]

1.12 Algérie (Tizi Ouzou) [131]

2.7 Algérie (Ain Defla) [48]
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1.42 Algérie (Setif) [132]
1.18 Algérie (Tiaret) [133]
0.9 Cameroun [134]
1.6 Turquie [135]
1 Maroc [136]
0.5 Maroc [137]
1.6 France [138]
0.25 Brésil [139]
1 Serbie [138]

11.2.2.3 Détermination du Taux d’humidité

Le terme « taux d’humidité » correspond a la teneur en eau (sous forme liquide ou vapeur)
de l'air ou d'une substance.

Un échantillon de 1509 de feuilles de thym est disposé pour étre séchée a l'air libre. Par la
suite I'échantillon susmentionné est pesé de maniere quotidienne jusqu'a atteindre une masse
finale constante. La différence entre la masse finale et la masse initiale représente la quantité
d'eau contenue initialement dans I'échantillon utilisé.

Le taux d’humidité est estimé par la formule 11.2 :

H% = [(mf—ms) / mf] x 100 (Formulell.2)

Ou:
ms : poids frais de 1’échantillon (g).
Ms : poids sec de I’échantillon (g).

H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
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11.2.2.4 Etude de la cinétique d’extraction

L’étude de la cinétique d’extraction a pour but de déterminer le temps nécessaire au bout
duquel il n’est plus rentable de poursuivre I’extraction, qualifi¢ par le rendement optimum. Pour
cela et afin d’illustrer la cinétique d’extraction de I’huile essentielle de Thym par
hydrodistillation a I’aide du montage du type « Clevenger » décrit précédemment, on a suivi la
variation de la masse d’huile essentielle en fonction de temps jusqu’a I’extraction totale d’huile

essentielle.
11.3 Caractérisation d’huile essentielle de thym

11.3.1 Analyse physique
11.3.1.1 Caractéristiques organoleptiques de I’HE de thym

L’évaluation des propriétés organoleptiques de ’HE de thym a été effectuée en observant
et en inhalant directement 1’huile essentielle. Ainsi, 1’odeur, la couleur et I’aspect de notre HE

ont été déterminés.

11.3.1.2.Détermination des propriétés physico-chimiques

Tableau 11.4: Caractéristiques physicochimiques de I’HE de thym

Caractéristiques physico chimiques
Densité Indice Indicede |PH Régions Références
d’acide  Réfraction
0,912 3,330 1,467 /" Ngerie(Chlef) [14]
1.05 9,25 1503 6 Algérie [140]
(Ain Defla)
/ / 1,504 | |Algérie (Tizi [131]
Ouzou)
0,79 2,24 1,503 6 Mgérie(M’sila) [16]
9100935 |4152 14951505 |/ / AFNOR,
1989
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+ La densité relative

La densité relative d’une HE est définit par le rapport de la masse volumique de I’HE par

rapport a la masse volumique de I’eau. On péese un flacon propre et vide, puis on péese le flacon

remplis d’eau distillée. Aprés séchage on pese le méme flacon remplie d’HE de thym. La densité

relative est exprimée par la relation suivante :

d =(m2-m0)/(ml1l-mo0) Formule 11.3
Avec :

mO : masse en g du tube vide ;

m1 : masse en g du tube rempli d’eau distillée
M2 : masse en g du tube rempli d’HE de thym
d : la valeur de la densité relative

+ Indice de réfraction

La mesure de I’indice de réfraction de notre huile a été effectuée a I’aide d’un réfractometre
de marque ABBE (figure Il.3). Aprés étalonnage et nettoyage de 1’appareil a I’aide d’une
substance d’indice de réfraction connu a la température fixée a 20°C, on place 2 gouttes d’huile
essentielle au milieu du prisme. Puis on regarde dans I’oculaire et la mesure se fait en tournant le
bouton de réglage de I’indice de réfraction pour amener les zones sombres et éclairées au centre du
réticule, enfin on note la valeur de I’indice par 1’échelle de lecture. I’indice de réfraction d’un

liquide a 20°C est évalué par la formule suivante :
Ir = It+ 0.00045 (T-20) Formule 11.4

Avec :

Iry=Indice a 20°C
It =Indice a la température de mesure

T = Température de mesure
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Figure 11 .3 : Réfractometre d’Abbe
+ Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH ou « potentiel hydrogene » mesure l'activité chimique des ions hydrogenes H* en
solution. Le pH mesure 1’acidité ou la basicité d’une solution. Le pH de notre HE est mesuré a

I’aide de papier pH.

= La masse volumique
La masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la masse d'un matériau par

unité de volume, elle est calculée selon la formule 11.5 [143]

nt
p=y Formule 11.5

£ . masse volumique (g /ml)

m : masse de I'huile (g).

V: volume d'huile (ml).

E
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11.3.2 Analyses chimiques
11.3.2.1 L’indice d'acide (1A)
L’indice d'acide est la masse d'hydroxyde de potassium (KOH), exprimée enmilligrammes,

nécessaire pour neutraliser I'acidité libre contenue dans un gramme de substance.

Le principe consiste a neutraliser des acides libres par une solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium titrée.
= Protocole expérimentale :

On introduit 0.5g de I’HE dans un bécher. On ajoute 5 ml d’éthanol 95% neutralisé et 5
gouttes au maximum d’indicateur, soit la solution de Phénolphtaléine. . Puis on titre ce liquide
avec une solution de KOH (0.1N) jusqu'a ce que le mélange vire au rose. Le calcule de I’indice

d’acide se fait par la formule suivant:

la=(MxNxV)/m Formule 11.6

la=(5,61.Vkor) /m Formule 11.7

Avec :
la: indice d'acide
Vkon : volume de KOH versé (ml)
M : masse de KOH (g)
m : masse d'HE (g)
N : molarité de KOH
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Figure 11.4 . Photo représentant la détermination de I’indice d’acide

11.3.2.2 Indice de saponification :
C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour
neutraliserles acides libres et pour saponifier les acides gras combinés (les esters) présents dans
les corps gras [144]

= Protocole expérimentale :

Dans un ballon de 250ml, on introduit 1g d’HE de Thym et 25ml d’une solution
éthanolique d’hydroxyde de potassium (KOH) 0.5M a I’aide d’une burette. L’ensemble est porté
au reflux pendant 90min. Apres refroidissement de la solution, on ajoute 5 gouttes de
phénolphtaléine. L’exceés de KOH est titré par une solution d’acide chlorhydrique (HCL) 0.5N.
Le point d’équivalence a été mis en évidence de la méme manicre expliquée précédemment
(Figure 11.5).

Une opération a blanc est réalisée dans les mémes conditions que précédemment.

Pour calculer I’indice de saponification on utilise la formule suivant :

_ CH“}C.'JKGHKI:VD—Vi_"

Is Formule 11.8

"
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— ZB.O5=(VO—W1)

m

Is Formule 11.9

Ave.

Is : indice de saponification en mg

ChcL : concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/I
Mkon : masse molaire du KOH en g/mol.

Vo : Volume d’HCI versé a blanc en (ml).

V1 : Volume d’HCI versé essai en (ml).

m : masse de la prise d’essai en (g).

Pz
=

Apres
90m1n
dans le
chauffage
a reflux

B
cthanoi A
que+PHPH [jue

Titrage
par HCL

Figure 11.5. Photo représentant la détermination de I'indice de saponification

11.3.2.3 Indice d’ester
L’indice d’ester est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a
la neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans un gramme d’huile.

L’indice d’ester est calculé par la formule suivante :

E
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le=Is-la

Formule 11.10

11.3.3 Analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GCIMS)

La mesure des temps de rétention ne constitue pas une preuve formelle de la nature des
composés. L'identification des composés est confirmée par la technique de couplage CG/SM. La
technique consiste a injecter une solution d'huile essentielle dans une colonne, chaque soluté
passe dans la source d'ionisation du spectrométre ou les molécules sont bombardées par un
faisceau électronique qui provoque leur ionisation positive. Les fragments chargés sont sépares
selon leur masse et détectés en proportion de leur nombre. Ils fournissentdes informations sur la
nature et la structure de la molécule qui les a produits. Dans le spectre d'une substance pure, I'ion
moléculaire, s'il est présent, sera le dernier du spectre, suivi toutefois des pics correspondants a la
présence des isotopes, et donnera la masse moléculaire de la substance [145,146]

L’appareillage utilisé, ainsi que les conditions opératoires de la GC/MS sont les suivantes :

Injecteur

e  Température 250°C
e Mode d’injection : Split.1 : 80

e Volume injecté : 0,2 pl

Colonne

e Type: HP-5MS

e Dimensions : long 30 m * Dint 0.25 mm * épaisseur film 0.25 pum

e Phase stationnaire :5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane. (Autre : Spécifier)

e Température du four: 60°C pendant 8min, 2°C/min jusqu’a 250°C., isotherme  pendant

10 min..
e Durée d’analyse : 113 min
e Gaz vecteur : Hélium pureté avec un débit de 0.8 ml/min
e DébitGV: 0.5 ml/min

-
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Détecteur de masse

Mdde d’analyse : Scan TIC (de 30 a 550)
Délai du solvant : 3.5min
Température de I’interface : 280 °c
Type d’ionisation : Impact électronique
Intensite du filament : 70 ev

Type de I’analyseur de masse : Quadripoles

Température de la source : 230 °c a 150 °c

Equipement
e Chromatographe : Hewlett Packard Agilent 6890 plus

Spectromeétre de masse : Hewlett Packard Agilent 5973

_ .y .
,/ ?‘ — -
| -y . —

Figure 11.6. Photo représentant le montage CPG/SM utilisé
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Tableau I11.5 : Composition chimique de I’huile essentielle de Thym

Composés principaux

Origine

Références

Thymol (58,1 - 44,4%)
p-cymene (18,5 - 9,1%)
y-terpiéne (18,0 - 6,9%)

carvacrol (4,2 - 2,4%)

Algérie (Mostaganem)

[10]

Thymol (70 - 30%)
p-cymene (20 - 15%)
Carvacrol (15 - 3%)

y-terpinene (10 - 5%)

Algérie (M’sila)

[16]

y-terpinene (25,70 %)
thymol (20,83 %)

p-cymeéne (20,04 %)

Algérie (Djelfa)

[147]

Carvacrol (48,4%)

thymol (5,6 %)

Algérie (Chlef)

[148]

Carvacrol (83,66%)
p-cymene (3,623%)
thymol (2,85%)

Algérie (Chlef)

[14]

Carvacrol (83,8%)
p-cymene (8,15%)

y-terpinene (4,96%)

Algérie (Bouira)

[149]

Thymol (42,01%)

Maroc

[150]

o
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p-cymene (14,34%)
y-terpinéne (12,06 %)

carvacrol (5,07%)

Thymol (46,2%) Turquie [23]
y-terpinéne (14,4%)
p-cymeéne (9,9%)

linalool (4%)

Thymol (46,21 %) USA [135]
y-terpinene (14,08%)
p-cymeéne (9,91%)

linalol (3,99%)

11.3.4 Activité anti-reflux :

Le reflux gastro cesophagien (RGO) est un phénomene intermittent qui survient chez
certain sujet. Il a été montré que D'apparition du RGO est influencée par des facteurs
alimentaires, certaines hormones et certains médicaments, les graisses, le chocolat, la caféine et
I'alcool [151] [152]

La propriété anti-reflux d’un médicament se traduit par sa capacité de formation d’un
radeau sous forme d’un gel visqueux qui surnage au niveau du contenu gastrique et protege la

muqueuse cesophagienne lors des épisodes de reflux.

En vue de déterminer la capacité de formation du radeau de notre huile essentielle, on
introduit 7.5 ml d’acide chlorhydrique (HCI) 0.1M dans un bécher a une température de

36.5 & 37.5 °C dans un bain-marie, en prenant la précaution d’ajuster le volume d’eau du bain

au méme niveau que celui de 1’acide dans le bécher. Mettre 1 ml d’HE au centre du bécher, apres

30 min, un radeau flottant est observé au niveau du bécher.
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Figure .11.7: Photos de I’activité anti-reflux.

11.3.5 Activité antiacide :

L’activité antiacide est assurée par la neutralisation de ’acide gastrique. Pour cela, on
aeffectué une étude du profil de neutralisation du produit de référence

Le test du profil de neutralisation in vitro simule 1’effet de I'huile essentielle au
niveau de I’estomac en présence de la sécrétion gastrique. Elle s'effectue en insérant une
goutte d'huile essentielle chaque 5 minutes dans un bécher contenant 20 ml d'acide
chlorhydrique (HCI ; 0.1M), avec une agitation continue. Le contréle du pH est effectué en

fonction du temps

E
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Figure .11.8 : Photos de I’activité antiacide.

11.4. Activités biologiques
11.4.1. Evaluation de I’activité antimicrobienne de ’HE
L'évaluation de I'activité antimicrobienne de I'HE est effectuée suivant la méthode de
diffusion de disque (Aromatogramme). Cette méthode est simple et efficace pour tester la
sensibilité ou la résistance des bactéries L’activité antibactérienne sur la cible est appréciée

par la mesure de la zone d’inhibition [82,153].

D; F—
imbibé dhade Tapis bactérien
essenticlle
*>© e
e Incubation a 37°C
b'::‘:_ e pendant 24 heures
H -
Boite de Pém Diamétre
avec gélose d'inhibition
nutntve

Figure 11.9. Principe de la diffusion sur disque [154 ]

On a travaillé sur les souches de collection internationale ATCC (American type
culture collection), ces souches ont toutes été fournies par le laboratoire microbiologique de

Dr.zibouche de la wilaya d’Ain defla.

E



Matériels et méthodes Chapitre 11

Souches bactériennes

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de laurier noble est évaluée sur trois
souches bactériennes qui ont été entretenues par repiquage sur GN. Incubées pendant 24h a

37 °C, puis conservées a 5 °C. Les germes qui ont étés testés pour déceler 1’activité

antibactérienne de I’huile essentielle de laurier noble sont les suivantes :
e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Pseudomonas Aeruginosa ATCC 27853

e Escherichia coli ATCC 2592

Tableau 11. 6. Descriptions des différents microorganismes utilisés dans cette étude.

Souches bactériennes Morphologie et Habitat et Pouvoir
type de Gram origine pathogene
Escherichia coli Coccobacille Commensal Diarrhées,
s a Gram e du tube gastro-
négatif digestif de entérites,
I’homme et des | infections
animaux urinaires
Pseudomonas Bacilles a Germe Infections
Aeruginosa Gram négatif ubiquitaire, pulmonaires,
: vivant en infections
milieu humide | urinaires,
et fréquent en meéningites,
milieu septicémies
hospitalier
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Staphylococcus aureus Ubiquitaire Intoxication

: B Cocci a dont le s alimentaires,
Gram positif réservoir est infections

localisée au cutaneées et des

sein de la peau | muqueuses,
et des septicémies,

muqueuses pneumonies

Mode opératoire

+ Préparation des dilutions de I’huile essentielle

v' Réaliser une série de dilution de I’'HE dans le DMSO préparé en laboratoire en

débutant par une dilution a 1/2 jusqu’a la dilution de 1/16 dans des tubes en verre stériles.

v' Le 1* tube contient 100ul d’huile essentielle et 100 pl de DMSO.

v/ 100 pl de la premiére dilution sont transférées dans le deuxiéme tube auquel on

rajoute 100l de DMSO pour obtenir une dilution 1/4.
v Les dilutions a 1/8, 1/16 sont préparés de la méme maniere.

v'etonaaussi un tube de 200 pl d’huile essentielle pure

) 100ul 1001 100u1
Huile " # #
essentielle f\ {\
100u! de 'HE
< gr— . .
1 1 1 1
100ul de DMSO 2 1 8 16
o S — o —
100u1 HE lﬂOpldelfz 100g1d31f4 IOD#Idelfé
+100uL +100uL +100uL +100uL
DMSO DMSO DMSO DMSO

DMSO

Figure 11.10. Préparation des différentes dilutions

200pl de
HE pure
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+ Préparation des suspensions microbiennes

v" A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement, racler a ’aide
d’une pipette pasteur scellée, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

v Décharger la pipette pasteur dans 2 ml d’eau physiologique stérile.

v" bien homogénéiser la suspension bactérienne,

v" I’ensemencement doit se faire en moins de 15 min aprés la préparation de I’inoculum

Figure 11.11. Photo représentant les préparations des suspensions microbiennes

Protocole expérimental (aromatogramme des souches)

+ L’ensemencement

v' Le milieu de culture utilisé est Muller— Hinton (MH), qui est le milieu le plus
employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens.

v" Tremper un écouvillon stérile dans le tube qui contient la suspension bactérienne
(pour éviter la contamination du manipulateur et de la paillasse).

v Utilisez un écouvillon pour essuyer toute la surface de la gélose séche en bandes
serrees de haut en bas.

v' Répétez cette opération plusieurs fois, a chaque fois faites pivoter la boite de Pétri de
60°, et faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Passer I'écouvillon a la périphérie de la gélose
pour terminer l'inoculation.

Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites de Pétri, I'écouvillon doit é&tre

rechargé a chaque fois.
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Figure 11.12. Photo représentant L’étape de ’ensemencement sur la surface gélose

d’une boite

4+ Dépot des disques d’aromatogramme

Une fois les géloses Muller — Hinton sont ensemencées. Des disques imbibés dans 1’huile
essentielle diluée sont disposés sur la surface du milieu MH a 1’aide d’une pince stérile.
(Commengant par la solution la moins concentre jusqu’a la plus concentrée pour chaque souche

étudiée) ). Les boites sont incubées pendant 24h a 37C (figure 11.10).

Figure 11.13. Le dép6t des disques sur une surface gélosée [100]

B
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Figure I1. 14. Photo représentant I'incubation des boites

+ Lalecture
La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition, y compris le

diamétre des disques, ou des halos clairs tout autour de chaque disque a 1’aide d’un pied de
coulisse ou une regle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone
d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis
des HEs.

L’inhibition est notée comme suit :

e Non sensible (-) pour les diamétres inférieur a 8 mm.

e Sensible (+) pour les diametres de 8 a14 mm.

e Tres sensible (++) pour les diametres de 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20 mm

11.4.2 Activité antioxydant
L’activité antioxydant in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH. Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle testée a été estimé par
comparaison avec un antioxydant naturel (1’acide ascorbique).
#+ Principe
Le DPPH, connu officiellement comme le 2,2-diphényl 1- picrylhydrazyl.Le DPPH
est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance caractéristique a 517
nm, cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl
hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration
(Figure IIL.9). L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons [155]
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On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation I1.1 :

DPPH* + (AH)n ,DPPH-H + (A*)n  EqII.1

Ou : (AH) représente un composeé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (violet)

pour le transformer en diphényle picryl hydrazine de couleur jaune [156]

< Détermination du pourcentage d’inhibition

D’aprés Khodashenas ’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (P%) est

calculée selon la formule 11.10 suivante :

p = A blanc—A4 éhantillon
I A blanc

%100 (Formule 11.10)

Pi: pourcentage d’inhibition (%).
Ablanc : Absorbance du blanc (DPPH dans 1’éthanol),
Acchantillon : Absorbance du compose d'essali

Pour I"acide ascorbique (protocole positif)

On a utilisé I"acide ascorbique pour le test positif de I'effet antioxydant, on a suit le méme
protocole que celui de I’HE, sauf qu'on a changé I’HE par 1'acide ascorbique (vitamine C) et
a la fin on a déterminé la valeur de 1Cso de I"acide ascorbique

= Préparation de la solution DPPH

Une quantité de 0.0024mg de DPPH (1,1 Diphényl 2 PycrilHydrazil) est solubilisée

dans 100ml d'éthanol absolue pour avoir une solution éthanoique de DPPH. On laisse la

solution reposer a une température ambiante pendant une heure

Figure 11.15. Préparation d’une solution éthanolique de DPPH

E
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+ Préparation des solutions d’HE

Dans un bécher sec stérile on introduit la solution mére qui contient 100 w1 d’huile

essentielle, on ajoute 1 ml d’éthanol.
# Essais au DPPH

Dans huit tubes secs et stériles, on préepare :

2.5u1 de solution mere + 1 ml de DPPH
5ul de solution mére + 1 ml de DPPH
25 pl de solution mere + 1 ml de DPPH
40ul de solution mére + 1 ml de DPPH
601 de solution meére + 1 ml de DPPH
80wl de solution mere + 1 ml de DPPH
100x1 de solution mere + 1 ml de DPPH
200! de solution mere + 1 ml de DPPH

© © N o o » w N

300 xl de solution mere + 1 ml de DPPH

e
“¥ BIOCHEM &
= Iwnw;mﬂa 0y |

g

s
-
i

Y,
N BIOCHEM

2N Hlemopfiara

Figure 11.16. Essais de DPPH avec les différents volumes de solution mére
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La procédure se déroule comme suit :
v Incubation pendant 30 min a température ambiante et a l'obscurité
v L'absorbance est lue a 517 nm par un spectrophotometre.

11.4.2.3 détermination de la concentration effective (ECso)

La concentration effectrice (ECso) est défini comme étant la concentration
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH* initiale de 50%, ou bien en
d’autre termes, c’est la concentration de I’échantillon qui produit 50% d’effet piégeur du
radical DPPH(concertation équivalente a 50% de DPPH perdu) .Les résultats peuvent étre

aussi exprimes en puissance anti radicalaire.
i
(Formule 11.11) A—?SD

A : Puissance anti radicalaire.
ECso : La concentration effectrice d’échantillon pour réduire 50% de DPPH.

+ Préparation des dilutions de la vitamine c :

Dans un bécher sec et stérile, on introduire 100 ppm de 1’acide ascorbique et 10 ml éthanol
+ Essai au DPPH

Dans huit tubes stériles on prépare comme suit :

1. 2.5 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH

5 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH
25 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH
40 pul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH
60 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH
80 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH
100 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH

2001 d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH

© © N o g B~ W N

3001 d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH

Les solutions sont incubées pendant 30 min a température ambiante. L’absorbance est lue

a 517 nm par un spectrophotometre.

.



Matériels et méthodes Chapitre 11

11.4.3 Activité anti inflammatoire

11.4.3.1 Evaluation de D’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la
dénaturation thermique des protéines (ovalbumine)

Le principe de la technique de la dénaturation de 1I’ovalbumine est basé sur la capacité
de ces extraits (dans notre cas I’HE de thym) a réduire la dénaturation thermique de
I’Ovalbumine (protéine de référence choisi pour sa stabilit¢ lors du processus anti-
inflammatoire)

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a été realisee selon le protocole de
CHANDRA et all, (2012) avec quelques modifications.

Mode opératoire

Les différentes étapes sont résumées comme suite :
v" on prépare une solution d’ovalbumine a 2%. Pour cela, 2g d’ovalbumine est dissoute
dans 100 ml d’eau distillé
v'on prépare une solution standard en dissolvant 100 mg de diclofenac de sodium dans
10 ml d’eau distillé.
v' on prépare une deuxiéme solution standard en dissolvant 500 mg d’aspirine dans 10
ml d’eau distillé.
v" on prépare une solution mére de I’HE de thym en dissolvant 500ul d’HE dans 1 ml
d’éthanol.
v" Le contrdle négatif est préparé avec 1ml d’eau distillée + 1 ml d’ovalbumine
Dans des tubes contenants différents volume de I’HE (50, 100, 200, 300, 400, 500 ul), et
dans des tubes contenants chacun 1ml de solutions standards, nous avons ajouté 1 ml de
solution d’Ovalbumine 2%. Ces tubes sont ensuite incubés a 37 C° pendant 5 min. Puis a 72
°C pendant 5 min. A la fin de I’incubation et refroidissement des solutions, I’absorbance est
mesurée & 660 nm dans un spectrophotometre.
Dans ce test, le diclofenac sodique et ’aspirine ont été utilisés comme anti-inflammatoire de
référence.

+ Détermination du pourcentage d’inhibition

Des pourcentages d’inhibition de la dénaturation ont été calculés selon la ( formule

11.12) suivante (BOUHLALI et al ;2016) :

%I = (Abs C _ Abs T /Abs C )* 100 (Formule 11.12)

sl
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Avec :
Abscontrol : Absorbance des échantillons contenant le diclofenac et 1’aspirine

Abstest:  Absorbance des échantillons contenant I’HE de thym.

11.4.3.2 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la
dénaturation thermique des protéines (Albumine sérique bovine BSA)

Nous avons appliqué le test d’inhibition de la dénaturation du BSA provoquée par la
chaleur (72°C) selon (Karthik et al. 2013) avec de légéres modifications.

Mode opératoire

0.05 ml de chaque concentration d’extrait (HE) et de standards a été ajouté a 0.45 ml
de solution de BSA 5 % préparé dans le Tris HCL (1N) a pH : 6,3. Les mélanges sont ensuite
incubés a 37 C° pendant 20 min. Puis dans un bain marie & 57 °C pendant 3 min. A la fin de
I’incubation, les mélanges sont refroidis rapidement, puis leurs absorbances sont mesurée a
660 nm ou 416 nm dans un spectrophotomeétre a cuve.

Dans ce test, le diclofénac sodique (10mg/ml) et I’aspirine (50mg/ml) ont été utilisées
comme anti-inflammatoire de référence. La solution control test est composé de 0,45 ml de la
solution aqueuse de BSA 5 % et 0,05 ml d’eau distillé.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation est calculé par la formule suivante :

(Formule 11.13)

%]l = (ADS extrait _ AbS control /ADS contro)* 100

&
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Cette partie est consacrée a la discussion des résultats de l'extraction de 1’huile
essentielle de Thymus algeriensis, de sa caractérisation organoleptique, sa cinétique de

rendement ainsi que son activité antibactérienne et antioxydante et anti inflammatoire .

II1.1. Détermination du Taux d’humidité :
Pour calculer le taux d’humidité de thym,nous avons pesé la plante fraiche,en suivant son

poids jusqu’a sa stabilité comme il est représenté dans Figure 111.1

@ Ms
O Eau

Figure 111.1 : Teneur en humidité de thym
+ Discussion :
Les valeurs du la Figure 111.1 Les résultats de 1’étude montrent que le Thym est riche
en eau. En effet, la partie aérienne de cette espece renferme un taux d’humidité important de
68% et la matiére séche ne représente que 32% ; cela signifie que plus de la moitié de la partie

fraiche est constituée par I’eau, ceci influe négativement sur leur bonne conservation, sur la

durée d’extraction et donc sur le rendement.

B
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I11.2.Cinétique et rendement d’extraction de I’huile essentielle :

La cinetique d'extraction comprenait la détermination du rendement en fonction du
temps d'extraction. Le but de cette étude était de déterminer le temps nécessaire pour extraire

le maximum d’huile et d'éviter les pertes de temps et d’énergie.
I11.2.1. Etude cinétique de ’extraction de ’HE de Thym a partir de feuilles séches :

Nous surveillons I'extraction des huiles essentielles a partir de la masse de 80g de

feuilles de Thym séchées. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 111.2.

rendement%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

temps (min)

Figure III. 2. Evolution du rendement d’extraction de ’HE de Thym Sec en fonction du
temps

Les resultats du suivis de la cinétique d’extraction de I’huile essentielle des feuilles

seches de thym, indique que le rendement augmente de fagon proportionnelle pour une duree

d'extraction de 60 min atteignant son paroxysme pour une valeur de 3.34 % , Au-dela de cette

durée, le rendement se stabilise, il correspond donc au temps nécessaire pour extraire la quasi-

totalité de ¢l’huile contenue dans la plante

.
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I11.2.2. Etude cinétique de I’extraction de ’HE de Thym fraiche :

Le rendement en huile essentielle est exprimé en masse d'huile essentielle obtenue

pour 40 g de matiére végétale fraiche. Les résultats obtenus sont regroupés dans la figure
1.3

rendement %

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temps (min)

Figure 111. 3 : Evolution du rendement d’extraction de ’HE de Thym frais en

Fonction du temps

La figure 111.3 montre que le rendement d’HE varie proportionnellement en fonction
de la durée d’extraction jusqu’a sa stabilité a 2.71(%) au bout de 60 min ou la matiére

végétale est alors totalement épuisé. La durée optimale d’extraction a été déterminée par 60

min.

On remarque que D’extraction a partir du thym sec est plus rapide et offre un
rendement (3.38%) plus important que 1’extraction a partir du thym frais (2.71%) ; ¢’est pour
cela que nous avons choisi d’utiliser le thym sec pour le reste de notre travail.

.
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111.2.3.Rendement en huile essentielle :

L’extraction de ’HE de Thymus algeriensis de la région de Ain Defla a révélé une

valeur du rendement de ’ordre de 3.34%.
La différence enregistrée dans le rendement de I’HE de Thym est influencée par :

> les facteurs intrinseques Cycle végeétatif, organe producteur, organe botanique,
chémotype...)

> les facteurs extrinséques (Conditions climatiques et environnementales, température,
durée d'ensoleillement, fréquence et lintensité de la précipitation, effet du stade de
développement et période de récolte de la plante) [12].
111.3.Analyse physique :

II1.3.1.Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Thym :

L’hydrodistillation des feuilles de Thym séchés nous a permis d’extraction des huiles

essentielles dont les caractéristiques organoleptiques observées figurent dans le tableau.ll1.1

tableau.lll.1 : Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Thym.

Caractéristiques Aspect Couleur Odeur

organoleptiques

T Liquide mobile. Jaune foncée. Odeur tres forte et
b épiceé ,

aF caractéristique de
¥ Thym.
Norme AFNOR, Liquide mobile Couleur Odeur
caractéristique
2000 traditionnellement ]
aromatique,
allant du brun au phénolique

brun-rouge (thym) avec un fond

Iégérement épicé
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«» Discussion :

D’apreés les résultats du Tableau I11.1, ’'HE de thym est un liquide mobile qui posséde une
couleur jaune foncée et une odeur tres forte et caractéristique. Ces résultats sont conformes a
ceux cités dans la norme AFNOR, 2000. ont rapporté des résultats similaires pour I'huile

essentielle de Thym.

111.3.2.Les propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de Thym

Les parametres essentiels liés a la qualité de I'HE sont évidemment les propriétés
physico-chimiques. Nous avons effectué ces analyses pour confirmer la qualité de I'HE de
Thym en déterminant le pH, la densité, I’indice de réfraction, I’indice d’acide, 1’indice d’aster,

et I’indice de saponification.

Les valeurs des indices physico-chimiques de I'huile essentielle de la Thym comparés a
ceux de I'AFNOR (1989), indiquent que notre huile essentielle est de bonne qualité et

conforme aux normes.
+ Densité relative :

La densité relative de ’HE du Thym a 20°C, calculée par la meéthode décrite

précédemment (Formule 11.3, chapitre 1), est donnée dans le tableau 111.2.

Tableau I11.2 : 1a densité de ’HE étudiée

Donnés densité de ’HE étudiée

m0=0.7799g m1=22159g | m2=2.1169 d=0.931

7
A X4

% Discussion :

La densité de notre HE est de 0.931, elle est inférieure a celle de 1’eau, donc elle est
conforme aux normes AFNOR. Notre résultat est proche de ceux trouvé par d’autres auteurs :
0,912 et 0,935 pour la méme huile essentielle [14], [157]

-
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< Indice de réfraction ;

Le réfractometre utilisé est de type ABBE, il est muni d’un systéme de température, d’une
Lampe de sodium, et d’un thermostat. On a fait une lecture directe sur 1’appareil étalonné

avec ’eau.

Aprés calcul, nous obtenons Ir =1.4708 a 20°C. Ce résultat est conforme au norme AFNOR
(1989).
Tableau 111.3 : Indice de réfraction de PHE étudiée

Donnés Ir de ’HE étudiée

nT’=1466 | T=20°C T'=32°C nT=1.4708

Figure I11. 4. Photo représentant la lecture du résultat au réfractometre

0,

« Discussion :

L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement supérieur a celui de
I’eau qui est égal a 1,333 a 20°C. Le faible indice de réfraction pour I’HE indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques
[158].

En comparant nos résultats avec ceux obtenus dans les travaux antérieurs (tableau
11.4) nous constatons que:
La valeur de I’indice de réfraction de notre huile essentielle (1.4708) est tres proche de ceux

donnés par [ 16, 150, 152] et est supérieur a ceux obtenus par [14,141]
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Cette variation de 1’indice de réfraction est duea la variation de la composition chimique de

I’HE, plus exactement la teneur en monoterpenes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en

monoterpenes donnera un indice élevé [159]

= Détermination du potentiel hydrogéne (pH)

le pH est un paramétre qui mesure ’activité chimique des ions hydrogénes (H+),
donc permet de définir si un milieu est acide ou basique. La valeur du pH de I’huile
essentielle de la Thym est pH=5, donc notre HE est acide et de ce fait est conforme aux

normes internationales des huiles essentielles.

Figure I11. 5. Photo représentant le pH de I'HE de Thym

+# L'indice d'acide :

L’indice d’acide (Ia) de I’HE extraite est calculé en utilisant la formule décrite dans le

chapitre 11. Elle est présenté dans le tableau 111.4.

Tableau I11.4 : Indice d'acide de I'huile essentielle

Donnés Ia de ’HE étudiée

m=0.5¢ Vkon= 0.4 mi 1a=4.48

E
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+ Discussion :

L’indice d’acide donne une idée dur le taux d’acides gras libre dans I'huile, ce qui peut
nous aider a connaitre la qualité de nos produits ; En effet, plus I’lA est bas, meilleure est
I'huile essentielle. L'lA de notre HE extraite du thym est de 4.48, il est proche a celui
promulgué par la norme AFNOR (2000) qui est de I’ordre de 4.5 a 6.5. Ce qui signifie que

notre HE est fraiche et de bonne qualité.

Contrairement a notre HE, I’'HE de thym de Tlemcen en Algérie présente un indice
d’acide élevées par rapport aux normes : 8,4, ainsi que I’espéce du Maroc qui présente un 1A
= 6,4 (Tableau 11.4). Ce taux élevé en IA est due aux conditions d’extraction, de conservation
et de stockage. En effet, c'est pendant la période de stockage que I'huile peut subir des
dégradation telle I'nydrolyse des esters [160].

4+ L’indice de saponification :

L’indice de saponification (Is) de I’HE est déterminé selon la méthode décrite dans le

chapitre 1l (Formule 11.9) et présenté dans le tableau I11.5.

Tableau I11.5 : Indice de saponification de I'huile essentielle

Donnes Is de ’HE étudiée

Vo=19.4ml |V =18 ml m=1g 1s=39.27

(s meon

Figure 111.6 : neutralisation
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L’indice de saponification indique simplement combien de milligrammes de base
sont nécessaires pour saponifier complétement 1 gramme de matiére grasse (huile ou graisse).
Ce nombre indique généralement la quantité d’hydroxyde de potassium (potassium) nécessaire
plutdt que la quantité d'hydroxyde de sodium (NaOH) nécessaire. . Dans notre cas, il faut

39.27 g de soude pour saponifier 1g d’huile essentielle de thym

+ Indice d’ester :

L’indice d’ester (Ie) de I’HE extraite est calculé en utilisant la formule décrite au

chapitre 1l (Formule 11.10).

Tableau 111.6 : Indice d’ester de 1'huile essentielle

Donnée le de PHE étudiée

Is = 39.27 Ia=4.48 le=34.79

Les esters sont des molécules quasiment non toxiques aux doses physiologiques
normales. Nous obtenons dans nos résultats un rapport d'indice d'ester de 34.79

111.4.Analyse chimique :

I11.4.1.Analyse de la Chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse
(CPG/SM) :

Afin de bien caractériser notre HE et déterminer sa composition chimique, nous avons
analysé celle-ci par la chromatographiques en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de
masse (GC/MS). Cette analyse a été effectué au Centre de Recherche Scientifique et
Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC) .

Les résultats de I’analyse de notre HE par la GC/MS sont présenteés dans le Tableau.l11.7
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Tableau.ll11.7 : composition chimique de I’huile essentielle de Thym

N° Compose identifier | Temps de rétention | Pourcentage (%)
(min)
1 a-thyujéne 5.592 0.55
2 a-pinéne 5.539 1.66
3 Camphene 6.422 0.23
4 B-pinene 9.506 1.57
5 I-Phellandrene 9.965 0.30
6 a-Terpinene 10.895 1.79
7 Benzene 11.77 7.71
8 y-Terpinen 14.286 9.22
9 cis-sabinene hydrate 14.933 0.14
10 Bicyclo 15.91 0.16
11 Linalool L 18.106 2.88
12 Camphor 19.660 0.13
13 Cis-dihydrocarvone 26.505 0.25
14 Carvacrol methyl 27.306 0.68
ether
15 Tymol 36.259 68.67
16 Carvacrol 37.206 0.64
17 trans-Caryophyllene 37.848 0.49
18 - Panasinsene 39.131 0.39

@



Résultats et discussion Chapitre 111

19 Ledene 42.610 0.29
20 Naphthalene 44.411 0.14
21 1H-Cycloprope 47.619 0.89
22 Azulene 48.261 0.11
23 Cyclohexene 51.204 0.16

Abundance

TIC: HE-THYM.D\data.ms
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Figure.l11.7 : chromatographie en phase gazeuse couplée avec spectromeétre
+ Discussion :

L’analyse de I’huile essentielle de Thymus algeriensis par Chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (tableau 111.7) a permis d’identifier au total 23
composés qui représente plus de 99 % des constituant de notre HE. Le thymol apparait
comme le constituant principal de 1’huile essentielle (68.67%), suivi du y-Terpinen (9.22 %),

du benzene (7.71 %) et du Linalool L (2.88 %).
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D’aprés le tableau 11.5, on remarque qu’en Algérie 1’espéce Thymus est représentée
par quatre chémotypes différents a savoir : Thymol dans les régions de Mostaganem et M’sila avec
des teneurs variant entre (30 % - 70 %), carvacrol dans les wilayas : Ain Defla, Chlef et Bouira avec
des teneurs de (48,4 % - 83,8 %), y-terpinéne (25,7%) dans la région de Djelfa et Linalool (82,88%)
dans la région de Blida. De ce fait, nous pouvant conclure que le composé majoritaire de notre HE qui
est le phenol (68.67%) correspond au thymol et carvacrol. En effet, la présence des quantités
élevées de thymol et de carvacrol dans I'huile essentielle est responsable de I'odeur agréable
ce qui caractérise ce genre de Thym [10].

111.4.2. Activité antiacide :
Les résultats de contr6le du pH est effectué en fonction du temps sont présentés dans

la Figure 111.8

0,66

0,62 -

pH
o
(o2}

0,58 A

0,56 -

0,54 . . . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temps (min)

Figure 111.8 : Evolution du PH en fonction du temps

la figure 111.7 montrent que le pH de la solution d’HCI diminue lorsqu’on ajoute des
gouttes de ’'HE de thym jusqu'a se stabiliser apres un temps de 15 min d’agitation. De ce fait,
nous concluons que I’HE de thym a une activité antiacide, donc peut étre utilisée pour neutraliser

I’acidité gastrique.
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111.4.3.Activité anti reflux :

Une étude de l'activité anti-reflux par Thym a montré que 30 minutes aprés
I'introduction d'HE dans le contenu acide du bécher, aucun changement ne s'est produit. De ce

fait, nous pouvons conclure que I'huile essentielle de Thym n‘a pas d'effet anti-reflux

111.5.Analyse biologique :
L’huile essenticlle de Thym a été testée pour son activité antioxydant, antibactérienne

et anti-inflammatoire.

111.5.1. Activité antioxydant :

Le test antioxydant sur I’HE de Thym est évalué par la méthode du piégeage du radical

libre DPPH et en le comparant avec l'acide ascorbique.

Calcule du pourcentage d’inhibition :

Le pourcentage d’inhibition de 'HE de Thym et de la vitamine C de 1’absorbance du

DPPH sont représentés dans le (Figure 111.9)

140 -
120 -
100 -
=1
2
=
£ 80 -
:E =0,167x+ 57,369
Z 60 - y=u, ,
e —— HE
40
20 y=0,2251x+ 47,153
== Acide ascorbique
0 T T T T 1
0 100 200 300 400
ul/ml

Figure 111.9. Pourcentage d’inhibition de I’HE et acide ascorbique de Thym par la
méthode du DPPH.

La figure. 111.9 montre que le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH augmente

en fonction de la concentration de I’HE et de 1’acide ascorbique. Cependant, le pourcentage
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d’inhibition varie selon le produit examiné. En effet, "HE de Thym présente un pourcentage
d’inhibition du radicale DPPH inféricur a celui de la vitamine C, et cela pour toutes les
concentrations étudiées. Pour une concentration de 300 pg/ml, un fort pourcentage
d’inhibition est obtenu avec la vitamine C (84.70%) et un pourcentage de (93.36%) pour
I’HE. Notre HE présente alors une bonne activité antioxydant. Cette activité antioxydante est
principalement due aux phénols qui forment les principaux composés de I'huile essentielle de

thym extraite.

D’autres études ont démontrés 1’effet antioxydant du thym .Selon 1’é¢tude de[161] et
[162] I'EH de Thym a une grand activité anti oxydante en raison, en partie, de la présence de
plusieurs composés, tels que le thymol, le thymol-méthyl-éther, le linalool et le carvacrol,

dans leur compositions chimiques.

[163]et [164]du Maroc et selon une étude comparative ont trouvé que I’he du Thym a

une forte activité qui dépasse celle de 1’acide ascorbique.

111.5.1.1.Détermination 1C50 :

L’IC50 a été déterminée graphiquement a partir de la figure représentant les
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de I’HE et de la vitamine C.
Les valeurs d’IC50 de I’huile essentielle de Thym et de la vitamine C sont représentées par le

Figure .111.10

13

12
11.5
11

10.5

10

T
HE Vitamine C

Figure .111.10: Représentation schématique de I’IlC50 de I’HE et la vitamine C.
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Les résultats montrent que la vitamine C présente un 1IC50 (12.64 ul/ml) supérieur a
celui de ’HE de thym qui présente un IC50 plus faible (11.19ul/ml). 1l semble que I’HE de

Thym a une activité antioxydante importante puisque plus la valeur d’IC50 est basse, plus

I'activité antioxydante d'un compose est grande.
111.5.2.Activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne de I’HE est testée par la méthode de diffusion sur disques
(aromatogramme). L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo autour des
disques. Cette forme de cercle clair autour des disques représente la zone d’inhibition. Elle

est mesurée en millimétres, incluant le diamétre du disque en papier.

La sensibilité des souches bactériennes est traduite par le diametre de la zone
d’inhibition (DZI).

Une échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne d’e 1’huile essentielle en se
basant sur les diamétres des zones d’inhibition permet de distinguer 5 classes d’HE :
»  Tres fortement inhibitrice : D > 30 mm
*  Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm
«  Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm
* Légerement inhibitrice : 11 mm <D <16 mm
*  Non inhibitrice : D <10 mm

Nous avons testé I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de thym a différentes
concentrations par la méthode de 1’aromatogramme, contre trois souches bactériennes, a

savoir : Escherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa et Staphylococcus aureu.

Les diametres des zones d'inhibition observees autour des boites imprégnées d'huile
essentielle de thym pure et ses dilutions apres 24h d'incubation a 37°C, la sensibilité des
souche bactériennes ainsi que le pouvoir d’inhibition de I’HE sont présentés sur le tableau

111.8, tableau I11.9 et la figure 111.11.
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Tableau.l11.8: Estimation de I’activité antimicrobienne de notre HE pure sur les

bactéries testées

Souche bactériennes Diametre de la zone Classement
d’inhibition (mm) — ___
sensibilité Inhibition de
I’HE
Escherichia coli 35 Extrémement Fortement
sensible inhibitrice
(+++)
Staphylococcus aureu 37 Extrémement | Fortement
sensible inhibitrice
(+++)
Pseudomonas Aeruginosa 9 Non sensible Non
inhibitrice
(+)
40 -
35 -
30 -
25 -

W Escherichia coli

20 1 B Pseudomonas Aeruginosa
15 - W Staphylococcus aureu

10 A

5

0

T(DMSO) HE(PUR)  D(1/2) D(1/4) D(1/8)  D(1/16)
Figure 111.11 : Diagramme de diamétres des zones d’inhibition (mm) de I'activité

antibactérienne de I’H.E de Thym en fonction de ses concentrations

E
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Tableau 111.9 : Diamétres des zones d’inhibition a différentes concentrations de ’HE

testée et sensibilité des souches :

souche bactériennes

diluti 1/2 1/4 1/8 1/16

Escherichia coli 30 mm 15 mm 12 mm 10 mm
(+++) (++) (+) (+)

Staphylococcus aureu 30 mm 18 mm 10 mm 10 mm
(++4) (++) ) (+)

Pseudomonas Aeruginosa 7mm 6 mm 6 mm 6 mm
Q) ) Q) Q)

«»+ Discussion :

D'aprés les résultats de l'activité antibactérienne présentés dans le tableau 111.8 et la
figure 111.11, nous constatons que I'huile essentielle de thym pure a un effet positif sur les
trois souches bactériennes étudiées, avec des zones d'inhibition de 35mm, 37mm et 9mm,
respectivement pour Escherichia coli et Staphylococcus aureu et Pseudomonas Aeruginosa.
En effet, les souches d'E.coli et de Staphylococcus aureus sont extrémement sensibles a I'HE
et de ce fait sont fortement inhibitrices de ces souches bactériennes. Par contre, Pseudomonas
Aeruginosa présente une zone d’inhibition de 9 mm, donc cette bactérie n’est pas tres sensible
a I’HE de thym et c’est ce qui nous permet de dire que notre HE n’est pas inhibitrice de cette

bactérie.

Le tableau 111.9 montre que les bactéries Escherichia coli et Staphylococcus aureu sont
extrémement sensible a I’HE de thym de concentration 1/2 pl/pl, puis cette sensibilité diminue

avec la diminution de la concentration de 1’huile essentielle.
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~ Nos résultats sont similaires & ceux trouvés par [165]. Ils ont démontrés que I’huile de
cette espéce était active sur trois souches bactériennes (Escherichia Coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa) avec des diameétres d’inhibition variant entre 24mm et
34mm pour I’extrait brut et13 mm a 32 mm pour huile essentielle. Staphylococcus aureus était
la souche la plus sensible en effet la concentration minimale inhibitrice de I’extrait brut de

Thymus vulgaris vis a vis de Escherichia Coli est de 1/16.

Le fort pouvoir antibactérien de notre HE de thym est due a la forte teneur de cette HE en
phenols (68.67%) (thymol et carvacrol). En outre, plusieurs huiles essentielles de thym
d’autres régions et pays, riches en carvacrol ont déja démontré un grand pouvoir
antimicrobien in vitro [136, 142]. Aussi une action synergique entre le carvacrol et d’autre
composés, tels que le p-cymeéne, a été déja suggérée. ont rapporté que le p-cymene est un
composé a un faible effet antimicrobien mais il a I'avantage de gonfler les membranes

cellulaires des bactéries que le carvacrol [136].

111.5.3.Activité anti-inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire I’HE de Thymus algeriensis in vitro a été évaluée par
deux méthodes de dénaturation des protéines (I'albumine sérique bovine et 1’albumine d’ceuf).
a) Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation

thermique des protéines (ovalbumine) :

Les résultats de cette étude sont regroupés dans le tableau 111.10 et représentés par la
figure 111.12.

Tableau.111.10 : Pourcentage d’inhibition d’HE de Thym par le model d’Ovalbumine

Pourcentage d’inhibition (%)
C (png/ml) HE de Thym Aspirine + ovalbumine Diclofénac+
ovalbumine
50 13.37 19.83 38.48
100 31.73 31.46 46.25
200 36.52 34.86 54.10




Résultats et discussion Chapitre 111

300 38.12 55.31 68.51
400 49.1 56.31 63.52
500 65.06 67.73 65.32
70
60 -
e m HE de Thym
°g 50 -
E B Asp + Ov
< 40
E m Dic+ Ov
= 30
é 20
10
0

50 100 200 300 400 500

concentration du test

Figure. 111.12 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique par ’'HE
de Thym

«+ Discussion :

La figure 111.12 montre que plus la concentration des tests (diclofenac, 1’aspirine et
I’HE de Thym) augmente, plus I’effet inhibiteur augmente. Ainsi, les pourcentages de
protection augmentent de 13,37 % a 65,06 % pour I’HE, 19.83% a 67.73% pour
I’aspirine et de 38.48% a 65.32% pour le diclofenac. On observe que le pourcentage
d’inhibition de I’HE a la concentration de 500 pg/ml est proche de celui du diclofenac a
la méme concentration. De cela, nous pouvons conclure que 1’huile essentielle de Thymus
algeriensis a un bon pouvoir d’inhibition de la dénaturation des protéines, donc un bon
inhibiteur de
Inflammatoire.

E
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b) Evaluation de [Pactivité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la

dénaturation thermique des protéines (Albumine sérique bovine BSA) :

Nous avons appliqué le test d’inhibition de la dénaturation de l'aloumine sérique

bovine (BSA) provoquée par la chaleur (72°C) par I’huile essentielle, selon la méthode

décrit par (KARTHIK et al, 2013). Les résultats sont représentés par la figure 111.13 et le
tableau I11.11.
Tableau.l11.11 : Pourcentage d’inhibition d’HE de Thym par le model de BSA

Pourcentage d’inhibition (%)

C (png/ml) HE de Thym Aspirine + BSA Diclofénac+ BSA
50 22.9 74.32 82.88
200 45 74.32 82.88
500 65.36 74.32 82.88
90 -
80 -
70 -
60 -
B HE de Thym
50 -
M Asp + BSA
40 1 = Dic + BSA
30 -
20 -
10 -
0 T T |
50 200 500

Figure. 111.13 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique par ’HE de Thym

E
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«» Discussion :

La figure 111.13 montre que I’huile essentielle de Thymus algeriensis présente un pouvoir
inhibiteur de la dénaturation des BSA qui augmente lorsque la concentration de I’HE
augmente. Le pourcentage d’inhibition de I’HE atteint un pourcentage de 65.36% pour une
concentration en HE de 500 pg/ml. Cependant, ce pourcentage reste inférieur a celui du
diclofenac et de 1’aspirine, qui présentent respectivement des pourcentages d’inhibition de
82.88% et 74.32%. L’activité inhibitrice de la dénaturation d’ovalbumine et de BSA est peut
étre attribuée a la présence de phénols, plus précisément le carvacrol, qui est connu pour son

effet anti inflammatoire.
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Conclusion Générale

Le travail effectué, est axé sur I’extraction et la caractérisation de 1’huile essentielle de
Thymus algeriensis récolté dans la région de Ain Defla. L’étude réalisée comprend
I’optimisation du rendement d’extraction, la caractérisation physicochimique et la
détermination de la composition chimique de cette huile essentielle, ensuit 1’activité antiacide
et ’activité anti-reflux, ainsi que ’évaluation de I’activité biologique (notamment 1’activité

antimicrobienne et antioxydante et anti inflammatoire).

Nous avons tous d’abord procédé a I’extraction de I’huile essentielle de Thymus
algeriensis par hydrodistillation, & partir des feuilles seches et fraiches, et nous avons constaté
que ’extraction de I’HE a partir des feuilles séche donnait un meilleur rendement qui est de
I’ordre de 3.34%. La cinétique d’extraction a montré que la quasi-totalité de 1’huile essentielle
est extraite au bout des 60 premiéres minutes. L’huile essenticlle extraite est caractérisée par

une odeur épicée, une couleur jaune foncée et un aspect liquide mobile,

L’étude des caractéristiques physicochimiques de notre huile essentielle a permis de
mettre en évidence sa conformité aux normes établies, elle se distingue par une densité
relative, un indice de réfraction, un indice d’acide, indice d’ester et pH comparable a ceux

donnés par la pharmacopée francaise, la norme AFNOR.

L’huile essentielle extraite a été¢ analysée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). L’analyse réalisée a permis d’identifier les
monoterpénes comme constituants majoritaires dominés par le thymol qui apparait comme le
constituant principal de I’huile essentielle (68.67%), suivi du y-Terpinen (9.22 %), du benzene
(7.71 %) et du Linalool L (2.88 %).

L’étude de D’activité antimicrobienne par la méthode de l’aromatogramme nous a
permis de révéler I’action de I’huile essentielle sur 3 souches bactériennes. Les espéces
bactériennes étudiées E.coli et Staphylococcus aureus sont trés sensible a I’HE de Thymus

algeriensis et le Pseudomonas Aeruginosa est peu sensible a I’HE.

L’activité anti-oxydante a été réalisée en employant le test du piégeage du radical libre
DPPH. Les résultats obtenus montrent que notre huile essentielle présente une bonne activité

anti-oxydante en comparaison a la vitamine C. La concentration d’inhibition de 50% du
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radical libre DPPH est del1.19 pg/ml pour notre huile essentielle et 12.64ug/ml pour la

vitamine C d’ou nous pouvons déduire que le pouvoir réducteur de I’huile essentielle de

Thymus algeriensis est trés bon.

L’¢tude de I’activité anti-inflammatoire in vitro effectuée selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines a montrée que 1’huile essentielle de Thymus
algeriensis est un bon inhibiteur de I’activité inflammatoire avec des pourcentages de
protections allant jusqu’a 65.06% pour I’inhibition de I’ovalbumine, et 65.36% pour

I’inhibition de la BSA.

Enfin, nous avons pour perspective de compléter nos résultats par d’autre étude plus

approfondies tel que :

» L’extraction de I’huile essentielle de Thymus algeriensis par d’autres

méthodes.
> L’étude de I’activité antivirale

» La formulation de pommade ou de créme a vertus anti-inflammatoire a base de

I’huile essentielle de Thymus algeriensis.
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