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Résumé

Les infections microbiennes restent des affections graves et leur fréquence a augmenté de
facon considérable au cours des derniéres années en raison de 1’usage extensif des agents
antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que dans les
¢levages animaux qui conduit a la sélection de souches microbiennes résistantes. D’un
autre coté, les huiles essentielles et leurs constituants ont une longue histoire comme agent
antimicrobiens. A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on
s'est intéressé aux especes de la famille des Lamiacées qui est I'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d'épices et d'extraits a fort pouvoir antimicrobien. La
plante sur laquelle a porté notre choix est une espéce de thym (Thymus fontanesii)
provenant de la région de Lakhdaria; bien que relativement abondante et largement
utilisée, cette espece a été peu étudiée. Dans ce contexte, lI'objectif de ce travail est de
mettre en évidence l'activité antimicrobienne de deux produits pharmaceutiques I’un a base
de I’huile essentielle de Thymus fontanesii et I’autre a base de son thymol extrait. Cette
activité a été évaluée sur des bactéries, des levures et des dermatophytes responsables de
mycoses humaines. Les deux produits testés présentent un spectre d'action tres large et
possédent une tres forte activité bactéricide et fongicide supérieure a celle des produits
commerciaux Vis-a-vis des microorganismes testés.

Mots clé: Thym, Thymus fontanesii, huile essentielle, thymol, activité antimicrobienne,
dermatophytes, activité antifongique, infections microbiennes

Abstract

The microbial infections remain serious affections and their frequency increased in a
considerable way during last years because of the extensive use of the agent antibacterial
and antifungal chemical in human medication and that in the animal breeding which leads
to the selection of resistant microbial stocks. Of another with dimensions, essential oils and
their components have a long history like agent antimicrobial. To this end, and within the
framework of the valorization of the Algerian flora, one was interested in the species of the



family of Lamiaceae which one of families is the used like world source of spices and
extracts with strong antimicrobial capacity. The plant to which our choice related is a
thyme species (Thymus fontanesii) coming from the area of Lakhdaria; although relatively
abundant and largely used this species was studied little. In this context, the objective of
this work is to highlight the antimicrobial activity of two pharmaceutical products one
containing the essential oil of Thymus fontanesii and the other containing its extracted
thymol. This activity was evaluated on bacteria, yeasts and dermatophyte fungal
responsible of human mycoses. The two products tested present a very broad spectrum of
action and have a very strong bactericidal activity and fungicide higher than that of the
commercial products with respect to the micro-organisms tested.

Key words: Thyme, Thymus fontanesii, essential oil, thymol, antimicrobial activity,
dermatophytes, antifungal activity, microbial infections
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Les infections microbiennes restent des affections graves et leur fréquence a
augmenté de fagon considérable au cours des derniéres années en raison principalement du
nombre accru de patients immunodéprimés et d’interventions médicochirurgicales
invasives [1]. D’un autre coté, 1’usage extensif des agents antibactériens et antifongiques
chimiques dans la médication humaine ainsi que dans les élevages animaux conduit a la
sélection de souches microbiennes résistantes, d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué une source
d’inspiration de nouveaux médicaments. Ainsi, les huiles essentielles commencent a avoir
beaucoup d’intéréts comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles
font I’objet de multiples études pour leur éventuelle utilisation comme alternative dans le
traitement des maladies infectieuses. Le traitement des mycoses cutaneées bénéficie
actuellement de nombreux antifongiques actifs et efficaces. Malgré cela, le probleme des
résistances de plus en plus nombreuses a un ou plusieurs antifongiques persiste encore. Par
ailleurs, le probléme des récidives n’est pas résolu et on sait qu’il n’y a pas d’immunité
vis-a-vis des champignons, mais plutét d'un terrain favorable aux mycoses. Ce probléme
de mycoses a répétitions a été soulevé et il semblerait s’agir beaucoup plus d’une absence

d’éradication du germe que d’une infestation [2].

Ces différentes difficultés ont suscité notre intérét pour la recherche d’autres
substances antifongiques et/ou antibactériennes pouvant constituer une solution alternative
aux médicaments actuels. Différentes especes végeétales sont connues depuis longtemps
pour leurs effets antimicrobiens. Les plantes aromatiques et médicinales constituent une
richesse naturelle trés importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance
des propriétés a mettre en valeur. Les propriétés médicales des plantes médicinales
dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes
chimiques. Ces propriétés, dues souvent a la fraction huile essentielle (HE), peuvent étre
mises a profit pour traiter les infections mycosiques. L’usage des huiles essentielles en
médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus de synthése
organique et la naissance de 1’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées comme un

veéritable réservoir de molécules de base qui sont irremplagables [2].
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L'Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément. L’intérét
porté a ces plantes n’a pas cessé¢ de croitre au cours de ces derni¢res années. Leurs
propriétés, dues notamment a la fraction huile essentielle, peuvent étre mises a profit pour
traiter les infections mycosiques. A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore
algérienne, on s'est intéressé aux espéces de la famille des Lamiacées qui est l'une des
familles les plus utilisées comme source mondiale d'épices et d'extraits a fort pouvoir
antimicrobien. La plante sur laquelle a porté notre choix est une espéce de thym (Thymus
fontanesii) provenant de la région de LAKHDARIA,; bien que relativement abondante et
largement utilisée, cette espéce a été peu étudiée.

Dans ce contexte, l'objectif de ce travail est de mettre en évidence l'activité
antimicrobienne de deux produits pharmaceutiques 1'un a base de I’huile essentielle de
Thymus fontanesii et ’autre a base de son thymol extrait. Cette activité a été évaluee sur

des bactéries, des levures et des dermatophytes responsables de mycoses humaines.

Notre étude sera donc répartie en cing chapitres, initiés par une recherche
bibliographique ou nous apportons dans le premier chapitre une généralité sur les plantes
médicinales et les huiles essentielles, leurs compositions, leurs biosyntheses, leurs activités
biologigues et pharmacologiques ainsi que sur les méthodes d'extraction et d'identification
des HES et de ces composes, plus particulierement celles du thym et du thymol. Nous
effectuerons également une présentation botanique de la famille Lamiacées et I'espéce
thymus, sa localisation géographique dans le monde et dans notre pays, son utilisation et

les travaux antérieurs dont elle a fait I'objet.

Le second chapitre sera consacré a I'étude anatomique de la peau humaine, ainsi
nous décrirons les différentes formes médicamenteuses destinées a la vois cutanée.
Une généralité sur les microorganismes pathogéenes et les principaux moyens de lutte

contre eux sont rapportés dans le troisieme chapitre.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier (chapitre quatre)

présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail a savoir:
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- I'extraction et I'identification d'HES de Thymus fontanesii et de thymol extrait;

- test de la tolérance locale de nos pates;
- test de sensibilité des bactéries, des levures et des dermatophytes vis-a-vis de nos

produits utilisés.

Le second (le cinquiéme chapitre) abordera les différents résultats et leurs

discussions.

Enfin, une conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les huiles essentielles

GENERALITES SUR LES PLANTES MEDICINALES ET LES HUILES
ESSENTIELLES

1.1 Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de 1’homme, puisqu’il
s’en sert pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux.
L’utilisation des plantes médicinales comme source de reméde pour se soigner ou prévenir
des maladies est originaire des millénaires jusqu'a la récente civilisation chinoise, indienne
et du proche-orient. Elle est devenue certainement un art. Au fil des siecles, la
thérapeutique par les plantes s’est dissociée des pratiques magiques pour devenir
empirique puis scientifique. Cela était évident au début du 19eme siecle qui marque la
découverte des alcaloides (la morphine, la strychnine, quinine...). Dans les pays
industrialisés, les recherches dans le domaine des plantes médicinales durant les derniéres
décennies. Néanmoins, les substances actives isolées constituent environ 25% des

préparations médicamenteuses [3].

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne,
Saharienne et une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a
plusieurs familles botaniques. Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre
non négligeable (15%) d’espéces endémiques. Ce qui a donné a la pharmacopée
traditionnelle une richesse inestimable. Les objectifs fixés sont I’inventaire ainsi que
I’évaluation chimique et pharmaceutique des plantes médicinales algériennes dans le
double but de valoriser et de rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des composés

d’intérét thérapeutique potentiel [3].

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité
pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. Cela grace a la présence
d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme humain.
Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie, ainsi que dans la
confection de boissons, soit nature, soit en préparation galéniques, soit encore sous forme

de principes actifs, comme matiére pour 1’obtention de médicaments [4,5].
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1.2 Activité antimicrobienne de plantes aromatiques et médicinales

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis 1’antiquité. Toutefois, il aurait fallu attendre le début du 20™™ siécle pour
que les scientifiques commencent a s’y intéresser [6]. De nombreuses études ont prouve
les activités antimicrobiennes de diverses plantes [7,8,9]. Ces propriétés antimicrobiennes
sont dues a la fraction d’huile essentielle contenue dans les plantes [10]. En effet, un grand
nombre de ces plantes possede des propriétés médicinales: antibactériennes, antifongiques,
anti-tumorales, anti-drépanocytaires, anti-inflammatoires ou analgésiques [10,11].

Les effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et d’épices sont connus
depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ceci a été

confirmé par un certain nombre de travaux [12,13,14,15].

1.3 Huiles essentielles

Les huiles essentielles ont, a toutes époques, occupé une place importante dans la
vie quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la
nourriture ou méme se soigner.

Beaucoup de travaux sont realisés dans ce sens, du fait de Il'importance
incontestable des huiles essentielles dans divers secteurs économiques, comme par
exemple, I'industrie de la parfumerie et de la cosmétique, lI'industrie alimentaire, I'industrie
pharmaceutique et plus particuliérement, la branche de I’aromathérapie qui utilise leurs

propriétés bactéricides et fongicides [16].

Cependant, I’organisme de normalisation AFNOR (2000) [17] (Association
Francaise de Normalisation) a donné une définition qui prend en compte le mode
d'obtention des huiles essentielles: est « un produit obtenu a partir d’une matiére premicre
végeétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec. Cette définition est cependant restrictive
car elle exclut aussi bien les produits extraits a 1’aide de solvants que ceux obtenus par tout

autre procédé.

Nous retenons alors que les huiles essentielles sont des mélanges de complexes

aromatiques de plantes, extraits par distillation a la vapeur d’eau ou aux solvants [8,18].
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1.3.1 Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les HE n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
cellules glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des
tissus de plantes et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des
cellules dites cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils
sécréeteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des
canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae).

Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : les fleurs (ylang-ylang,
bergamotier, rose, ...), les sommités fleuries (tagete, lavande, ...), les feuilles (citronnelle,
eucalyptus, laurier, ...), les racines (vétiver), les rhizomes (gingembre, curcuma, ...), les
fruits (ainsi, badiane, ...), le bois (bois de rose, santal, ...) ou les graines (ambrette,
muscade, ...)[15,19,20].

Elles différent par leur taille, leur paroi ou leur contenu, caractérisant parfois une
famille donnée. Elles jouent un réle important dans la détermination des conditions
d'extraction des produits volatils qu'elles contiennent ...) [19]. Plusieurs catégories de
tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une méme espece, voire dans un
méme organe [15].

1.3.2 Fonction biologique des HE

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les
terpénoides qui possédent un role écologique lors des interactions végétales, comme agents
allélopathiques, c’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions
végétal-animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes. Ils
interviennent également, par leurs odeurs caractéristiques, dans [’attraction de
pollinisateurs [21,22].

1.3.3 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés différents. Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande
majorité a la famille des terpénes [16]. Seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire ceux
dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, y sont rencontrés soit, les monoterpenes
(myrcene, a-pinéne, y-terpineéne, sabinene, etc.) et les sesquiterpenes (B-caryophylléne, a-

humuléne, B-bisabolene, etc.) (Fig.1).
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Rappelons ici que les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs
unités "isopréniques” (CsHsg), soit deux unités pour les monoterpénes (CioHig) €t trois
unités pour les sesquiterpénes (CisHzs). 1ls ont la méme origine métabolique. Ces
composants majeurs determinent les propriétés biologiques des huiles essentielles
[23,24,25].

Exceptionnellement, quelques diterpénes (CxoHs;) peuvent se retrouver dans les
huiles essentielles [16,18,26]. La reactivité des cations intermédiaires obtenus lors du
processus biosynthétique des mono- et sesquiterpénes explique I'existence d'un grand
nombre de molécules dérivées fonctionnalisées telles que des alcools (géraniol,a-
bisabolol), des cétones (menthone, B-vétivone), des aldéhydes (citronellal, sinensal), des
esters (acétate d'a-terpinyle, acétate de cédryle), des phénols (thymol), etc. (Fig.1).

Plus de 22.000 composeés isopréniques ont été répertoriés, mais seul un petit pourcentage
d'entre eux a été étudié dans la perspective d'évaluer leurs roles fonctionnels [27].

Une autre classe de composés volatils fréqguemment rencontrés est celle des
composés aromatiques derives du phénylpropane, qui empruntent une voie biosynthétique
différente de celle des terpénes [16] (fig. 1). Cette classe comporte des composes odorants
bien connus comme la vanilline, I'eugénol, lI'anéthole, I'estragole, et bien d'autres. Ils sont
davantage fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et
sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la vanille, la cannelle, le basilic,
I'estragon, etc. [16,19].

Les dérivés phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en
proportions tres variables de telle sorte que le produit est hétérogene et complexe sur le
plan chimique. lls sont biosynthétisés au sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment
I’essence naturelle [16].

Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la
dégradation, de terpénes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent
de l'auto-oxydation des caroténes) et d'acides gras (les petites odorantes, comme par
exemple le (3Z2)-hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique
et o—linolénique) (Fig. 2) [19].
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Fig. 1: Structure de quelques substances rencontrées dans les huiles essentielles [16].

Fig.2 : Exemples de structures de quelques composés issus de la dégradation d'acides
gras ou de terpénes d’origines diverses [19].
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Ces substances sont dotées de certaines activités résumées dans le tableau 1.

Tableaul : Activités biologiques de certains composes terpéniques

Familles Exemples Propriétés Référence
Fongistatique
Hydrocarbure Limonene (carvi, Bacterostatique [18]
aliphatique pin), Insecticide
Monoterpénes Nematicide
a et B-pinéne Antimutagenique [28]
(sapin) Herbicide
Stimulation générale
Bisaboleme, Calmants
alpha-humuléme, Anti-inflammatoire [7]
Sesquiterpenes bita-caryophylléne Anti-allergique
(pin) Antibactériens et antifongique
Antioxydant [34]
Thymol (thym), Stimulantes [29]
Toniques
Phénols carvacrol (origan), Antiseptiques [30]
Bactéricides [31]
eugenol (clou de Fongicides [32]
girofle) Anti-virale [33]
Antiparasitaires
Irritantes
Anti-inflammatoire
Linalol (bois de Antiseptiques [35]
Alcool rose), geraniol Bactéricides
monoterpeniques (palmarosa), Fongicides [28]
menthol (menthe Anti-virale
poivrée), citrnellol Anti-allergique [7]
(citronelle) Immunostimulants
Neurotoniques
Alcool Bisabolol Toniques et stimulants
sesquiterpéniques (matricaire), généraux
viridiflorol Décongentionnants veineux et [7]
(niaouli), cadrol lymphatiques
(cypreés)
Citral (mélisse Antifongique
citronnee), Sporicidas
citronellal Insecticide
Aldehydes terpénique (citronelle, Antihypertensifs [7]
ecalyptus citronne) Anti-inflammatoire
géraniale (verveine
citronnée)
Carvone (carvi), Calmantes
menthone (menthe Antivirales
poivrée), camphre Antifongiques [18]
Cétones (romarin), thuyone Neurotoxiques
(sauge) Anti-épileptiques
Dépresseurs a dose élevées
Etude Bibliographique 9




Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les huiles essentielles

1.3.4 Parametres influencant la composition quantitative et qualitative des plantes
aromatiques

Une huile essentielle est trés fluctuante par rapport a sa composition chimique sur
laguelle interviennent un certain nombre de parameétres, les principaux facteurs de
variabilité de cette composition sont d’origine intrinséque et extrinséque : le génotype,
I’environnement, 1’origine géographique, la période de récolte, la température et la duré de

séchage ainsi que le mode d’extraction [15,36].

Le premier parametre influengant la composition chimique d’une plante est sa
biosynthése et donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espece
peut présenter plusieurs chémotypes de profils chimiques différents. 1l existe de nombreux
exemples d’un tel phénomeéne, notamment chez le thym, la sauge...[21,36].

Un chémotype est une race chimique. En fait, une méme espece végétale peut
fournir des huiles essentielles de compositions chimiques différentes. Ces différences sont
dues a la période de récolte des plantes, au mode d’extraction utilisé, aux facteurs
environnementaux (altitude, ensoleillement, nature du sol, ...) [36,37,38] . L'exemple le
plus marquant est celui de I'espéce sauvage Thymus vulgaris présente dans le sud de la
France. Il existe en effet six chémotypes différents pour cette méme et seule espece. Ces
différences sont au niveau de la nature du monoterpene majoritaire de I'huile essentielle
qui peut étre soit le géraniol, le linalool, 1y-terpinéol, le thujanol-4-terpinéol-4, le thymol
ou le carvacrol [21]. Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres espéces:
Origanum glandulosum [23], salvia officinalis [36] en sont des exemples. Il est
important de noter que des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront non
seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables. [39].

Les conditions environnementales influencent aussi la composition. La

température, le taux d’humidité, la durée d'ensoleillement, la pluviométrie et les conditions
édaphiques (composition du sol) représentent autant de causes potentielles de variations de
la composition chimique d’une plante aromatique donnée [36,37,38].
Pour la méme espéce, le méme génotype et le méme stade de développement, les facteurs
extrinseques peuvent engendrer des modifications quantitatives et qualitatives importantes
pour les huiles essentielles. Ceci a été confirme par un certain nombre de travaux [16,40].

Ils ont remarqué que les facteurs extrinseques les plus importants qui influencent

la production des huiles essentielles sont le climat (température et lumiere) et le sol (eau et
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f25ertilisants). Chez la Mentha piperita par exemple, les nuits froides favorisent la
formation de menthol alors que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne [19].

Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles
essentielles en fonction du cycle circadien et des saisons sont nombreuses [20]. L'heure de
la récolte du matériel végeétal ainsi que le moment de lI'année sont en effet des facteurs
importants [18]. A titre d'exemple, Badi et al.(2004) [41] ont montré que la formation des
principes actifs se fait spécialement pendant la période de pleine croissance et durant les
temps de métabolismes intensifs comme les périodes de floraison et de fructification.
Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en
huile essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus importante en huile

essentielle lorsque la température est élevée [19].

1.4 Biosynthese des composés terpéniques
1.4.1 Définition [42].

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte : leur formule brute est (CsHx)n dont le x est variable en fonction du
degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les
polyterpénes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molecule de base est
I’isopréne de formule CsHg (Fig.3).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette
des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone, etc.)

Fig.3: Molécule d'isoprene [42].

1.4.2 Classification

Dans le régne veégétal, les terpénoide sont classés dans la catégorie des
métabolites secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est
basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isopréne: hémiterpénes (C5),
monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25),
triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes [27] (figure 5).
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1.4.3 Biosynthése des tetrpénoides dans le regne végetal

La biosynthese des terpénes (Fig.5) suit la voie de I’acide mévalonique (MVA). Ce
dernier subit une phosphorylation ensuite une décarboxylation et une déshydrogénation et on
obtient alors de I’isopentenylpyrophosphate (IPP) ou isopréne actif. C’est le IPP qui
constitue 1’unité isoprénique d’enchainement, et il s’isomérise en diméthylallyl

pyrophosphate (DMAPP) grace a une enzyme, I’IPP isomérase [42,43] (Fig. 4).

CO; *
*/\OPP = *)“\/\OPP
R(+)-MVA 3 ATP DMAPP

Fig.4: Formation de I’isopréne actif (IPP) de I’acide mévalonique et isomérisation en
DMAPP [42]

La condensation du diphosphate d'isopentényle (IPP) (entité nucléophile) sur le
diphosphate de diméthylallyle (DMAPP) (entité électrophile) méne au diphosphate de
géranyle (GPP, Cyy), précurseur des monoterpénes [42,43] (figure 3). Une condensation
supplémentaire de type téte-a-queue de I'IPP sur le GPP conduit au diphosphate de
farnésyle (FPP, C;5), précurseur des sesquiterpénes. Une élongation supplémentaire du
diphosphate de farnésyle avec une entité d'IPP, conduit au diphosphate de
géranylgéranyle (GGPP), précurseur des diterpenes et des caroténoides. Tandis qu'une
condensation "téte-a-téte" de deux molécules de diphosphate de farnésyle aboutit au
squalene (Csp), précurseur des triterpénes, des stérols [42,43] (Fig. 5). Ces précurseurs
acycliques isopréniques peuvent subir différentes réactions chimiques (oxydations,
cyclisations suivies de transpositions), ce qui permet de dénombrer a ce jour plus de
22 000 isoprénoides [27].
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1 : isopentényl diphosphate isomérase
2 : géranyl diphosphate synthétase
3 : farnésyl diphosphate synthétase
4 : géranylgéranyl diphosphate synthétase

Fig.5 : Mode d'élongation des processus terpéniques a partir du chainon
élémentaire, le diphosphate d'isopentényle (IPP) [44].
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1.5 Procédés d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention d’une essence végétale intervient de fagon déterminante
dans la nature des produits d’extraction. Plusieurs procédés d’extraction des principes
végétaux sont connus et utilisés a ce jour, dont I’expression a froid, I’extraction par solvant
organique volatil [19], l'extraction a 1’eau surchauffée [19], I'extraction au CO,
supercritique [19], par micro ondes [45], par ultrasons [19], par I'entrainement a la vapeur
d’eau et par I’hydrodistillation [19]. De tous ces procédés, ces deux derniers sont les plus
employés a 1’échelle industrielle pour la production d’huiles essentielles [46].
L'entrainement a la vapeur d’eau et 1’hydrodistillation sont les deux procédes utilisés pour

I'extraction des huiles essentielles auxquelles nous nous intéressons.

1.5.1 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 composes 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 [39]. Il existe
précisement trois différents procédés utilisant ce principe: [I'hydrodistillation,

I'nydrodiffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau [47].

Tout d'abord, I'hydrodistillation (water distillation). Il s'agit de la méthode la
plus 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 ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant et
I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile
essentielle étant plus Iégere que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-
dessus de I'hydrolat [19]. Cette technique a été appliquée dans de nombreux travaux
[23,36,48].

Vient ensuite, la distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam
distillation). Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement

dans I'eau. Il est placé sur une grille perforée a travers de laquelle passe la vapeur d'eau.
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La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les
molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte
une amélioration de la qualité de I'huile essentielle en minimisant les altérations
hydrolytiques: le matériel végétal ne baignant pas directement dans I'eau bouillante [39].
Cette méthode est industriellement la plus utilisée pour ’extraction d’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis dans le but d’obtenir un bon rendement de 1’essence et de réduire le

temps d’extraction [49].

1.5.2 Extractions des produits actifs

L'extraction est un procédé chimique qui permet de séparer un compose d'un
mélange ou d'une solution. Le meilleur solvant a utiliser est celui dans lequel le composé a
extraire est trés soluble. Une succession d'opérations peut étre nécessaire avant que le

composé ne puisse étre isolé par distillation ou par évaporation du solvant.

Une autre méthode consiste a effectuer une réaction chimique entre le composé a
extraire et un réactif dont le produit est facilement séparable du reste de la solution. Dans
ce cas, il faut disposer d’un réactif hautement sélectif. En effet, ce dernier ne doit pas
réagir avec d’autres composes présents dans la solution. Les réactions mises en jeu sont
essentiellement des réactions de complexation, des réactions d’oxydoréduction ou des
réactions acidobasiques. Il s’agit de choisir judicieusement la réaction adéquate, de
maniere que le produit ne soit plus soluble dans le solvant considéré. Il se forme alors un
précipité que 1’on récupere par filtration. Le composé recherché est restitué par la réaction

inverse de celle qui a servi a former le précipité [50].

1.6 Méthode d'analyse de la composition chimique des huiles essentielles.

Les huiles essentielles présentent un grand intérét comme matiére premiére
destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie
et I’agroalimentaire. Quel que soit le secteur d’activité, ’analyse des huiles essentielles
reste une étape importante qui, malgré les progres constants des différentes techniques de
séparation et d’identification, demeure toujours une opération délicate nécessitant la mise

en oeuvre simultanée ou successive de diverses techniques [51].
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1.6.1 Méthodes d'analyses physiques et chimiques

Ces méthodes permettent d'obtenir les caractéristiques physiques et chimiques
propres a chaque huile essentielle, et peuvent servir de criteres de qualité entre
producteurs et acheteurs. La densité, I'indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, le point de
congélation, les indices d'acide, d'ester et de carbonyle, la solubilité dans 1'éthanol, ...etc.,
constituent un moyen de Vérification et de contrdle de la qualité de I’huile essentielle. Ces
essais sont déterminés selon un protocole précis et obéissent a des normes édictées par
I’Organisation de Normalisation (1.S.0) [36].

1.6.2 Méthodes de détermination des constituants de I'huile essentielle

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise
en oeuvre de plusieurs techniques [51]. La premiere approche, qui est la plus couramment
employée, est I'utilisation du couplage d’une technique chromatographique, généralement
la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) permettant I’individualisation des
constituants, avec une technique spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM) et/ou la
spectrométrie Infra-Rouge par Transformée de Fourier (IRTF), permettant 1’identification
des constituants par comparaison des données spectrales avec celles de produits de
référence contenus dans des bibliotheques de spectres. Les données spectrales sont
systématiquement associées a 1’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a
partir des temps de rétention d’une gamme étalon d’alcanes. Pour faciliter 1’identification
des composés minoritaires les huiles essentielles peuvent étre soumises a un
fractionnement par chromatographie sur colonne ouverte. La chromatographie en phase
gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/SM) ont été utilisées par plusieurs auteurs [18,38,52,53].

Le couplage CPG/SM est la technique la plus utilisée dans le domaine des huiles
essentielles (Fig.6). Il permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse
moléculaire d’un composé et d’obtenir des informations structurales relatives a une
molécule a partir de sa fragmentation. Dans la source d’ionisation les molécules sont
bombardées a I’aide d’électrons, conduisant ainsi a la formation des ions en phase gazeuse.
Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de I’appareil. Le faisceau d’ions
ayant traversé l’analyseur de masse, est ensuite détecté et transformé en un signal
utilisable. Pour ce faire, il existe différents types de détecteurs capables de transformer un

courant ionique faible en un signal mesurable. Toutefois, les détecteurs les plus courants
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sont les multiplicateurs d’¢électrons ou de photons, permettant I’augmentation de I’intensité
du signal détecté.

Finalement, 1’ordinateur enregistre les données provenant du spectromeétre de
masse et les convertit en valeurs de masses et d'intensités des pics et en courant ionique
total. Il permet ’examen des données enregistrées et leur manipulation : spectres de masse,
chromatogrammes reconstitués, soustraction d’un spectre par rapport & un autre, calcul
d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc...Les spectres de masse ainsi obtenus sont
ensuite comparés avec ceux des produits de référence contenus dans les bibliotheques
informatisées disponibles (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registry of Mass
Spectral Data, contenant plusieurs milliers de spectres, Konig-Joulain, intitulée «
Terpenoids and Related Constituents of Essential Oils » contenant plus de 1200 composes)
[51].

Pompe primaire

Pompe
secondaire

Chromatographe en phase gazeuse Spectrométre de masse

Fig. 6: Schéma d’un appareil de couplage GC-MS [54]

1.7 Présentation de la famille des Lamiacées

La région méditerranéenne d’une maniére générale et 1’Algérie en particulier,
avec son climat doux et ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes
aromatiques et médicinales. La production des huiles essentielles a partir de ces plantes
pourrait constituer a ce titre une source économique importante pour notre pays. Cette
étude porte sur la famille des Lamiacées.

La famille des Lamiacées est I’une des plus répandues dans le régne végétal [4].

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie
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alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant [28,55,56]. Il est bien connu que les huiles
essentielles extraites des plantes de cette famille possédent des propriétés
pharmacologiques tant sur le plan humain qu’industriel. De nombreuses propriétés leurs
sont conférées: anti-infectieuses, antispasmodiques, antalgiques, toniques, digestives,
cicatrisantes...Les huiles essentielles par la diversité des constituants qui les composent,
sont des substances trés actives [16,56].

Cette famille comprend prés de 6700 espéces regroupées dans environ 250 genres
[57]. La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et culture de
Labiatae [4]. Lamiaceae, caractérisée par des plantes productrices d’huiles essentielles [4].
Les genres les plus cités dans la littérature sont : Salvia officinalis [36], Mentha spicata
[58], Origanum vulgare [13], Rosmarinus officinalis [12,49], Ocimum basilicum [29]. Ainsi
que de nombreuses espéces du genre Thymus qui ont été abondamment étudiées de ce
point de vue [25,35,59,60]. Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae
sont des sources riches en terpénoides, flavanoides et iridiodes glycosylés et composes
phénoliques [4]. Le genre Thymus représentant 1’objectif de notre recherche regroupe plus
de 250 especes [57] largement distribuées dans 1’aire méditerranéenne et utilisées comme
antibactériens et anti-inflammatoires dans la pharmacopée traditionnelle de la région
[55,60].
1.8 Thym
1.8.1 Historique

Le terme « thym » est apparu dans la langue frangaise au XI11° siécle, d'abord
sous la forme de «tym ». Selon certaines sources, il est dérivé du latin thymus, qui I'a
emprunté du grec thumos, signifiant, de facon quelque peu obscure, « grosseur ou loupe »
(par référence a la glande, le thymus). D'autres pensent plutdt que le mot vient du grec
thymos ou thyein, qui signifie « fumée », par allusion au fait qu'il était jadis brdlé comme
encens et qu’on lui attribuait alors le pouvoir d'éloigner les créatures venimeuses. D'autres,
enfin, font dériver le mot du grec thumus, qui signifie « courage », la plante étant jadis

considérée comme revigorante.

Il semblerait que, pendant longtemps, le thym ait surtout été employé en médecine
et dans les rituels religieux ou magiques, ses usages culinaires se limitent a aromatiser le

fromage et les liqueurs. Les Egyptiens s'en servaient pour embaumer leurs morts, les Grecs

Etude Bibliographique 18



Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les huiles essentielles

pour parfumer les temples et I'eau des bains, les Romains pour purifier leurs appartements.
Les Romains ont probablement diffusé le thym en Europe durant leurs invasions,
particulierement dans les pays du Sud. Au Moyen Age, on s'en est beaucoup servi pour
masquer les mauvaises odeurs, notamment celles de la viande ou du poisson avarié [61].
De nous jours, le thym est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne. Ses
feuilles sont riches en huiles essentielles dont les propriétés sont mises a profit en
phytothérapie et en médecine, comme produit vétérinaire (antiparasites, antispasmodique,
antiseptique et digestif). Cela a été mentionné dans plusieurs études [60,62,63]. Il est tres
utilisé en médicine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles sont utilisées en
infusion contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et gastrites,
en usage externe comme cicatrisants. Il posséde des vertus antiseptiques utilisées pour
soigner les infections pulmonaires, calmer les toux quinteuses, diminuer les sécrétions
nasales et soulager les problémes intestinaux comme il I’a été rapporté par certains

auteurs [62,64,65].

1.8.2 Caractéristiques botaniques
1.8.2.1 Description

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous -ligneuses, pouvant atteindre 40
cm de hauteur. lls possedent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte
foncé, et qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes
contiennent 1’huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes. Les calices et
les jeunes tiges sont aussi couverts de ces structures qui libérent 1’essence par simple
contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont
regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par le
rose [65].
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1.8.2.2 Classification
Tableau 2 : Classification botanique du thym

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous embranchement | Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Meétachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales
Sous ordre Verbéninées
Famille Labiacées (labiées)
Genre Thymus

1.8.3 Répartition géographique

1.8.3.1 Dans le monde

Le genre Thymus est l'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des
labiées [4]. Selon Dob et al. (2006) [66], il existe pres de 350 especes de thym réparties
entre I’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la méditerranée. C’est une plante trés répandue dans le
nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algeérie et Libye), elle pousse également sur les
montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en

Egypte. On peut la trouver également en Sibérie et méme en Himalaya.

Selon une étude menée par Nickavar et al., (2005) [67], environ 110 espéces
différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela

que I’on peut considérer la région méditerranéenne comme étant le centre de ce genre.

1.8.3.2 En Algérie

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en regard de sa
superficie et sa diversité bioclimatique. Le thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées,
comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les
régions internes jusqu’aux zones arides [68]. 1l est représenté en Algérie par de nombreuses
espéces qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et
leur tendance a s’hybrider facilement. Sa répartition géographique est représentée dans le

tableau 3
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Tableau 3 : Localisation des principales especes du thym en Algérie [68]

Espéces Découverte Localisation Nom local
par
Thymus capitatus Hoffman et | Rare dans le région de Tlemcen Auteure
Link
Thymus fontanesii Boiss et Commun dans le Tell Auteure
Reuter Endémique Est Algérie-Tunisie
Thymus Battandier | Endémique Oran -
commutatus
Assez rare dans :
Le sous secteru de I’atlas tellien
Thymus numidicus Poiret La grande et la petite Kabylie Tizaatarte
De Skikda a la frontiére tunisienne,
Tell constantinois
Rare dans le sous secteur des Hauts
Thymus guyonii Noé Plateaux  algérois, oranais et -
constantinois
Rare dans :
Le secteur de I’atlas tellien (Terni de
Thymus Desfontaine | Médéa Benchicao) et dans le sous Zaateur
lancéolatus secteur des Hauts Plateaux algérois,
oranais (Tiaret) et constantinois
Thymus pallidus Coss Trés rare dans le sous secteur de | Tizerdite
I’Atlas Saharien et constantinois
Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral Djertil
Hamrya
Thymus Lag Tres rare dans le sous secteur des -
glandulosus Hauts Plateaux algérois
Thymus Trés commun dans le sous secteur Djertil
algériensis Boiss et des Hauts Plateaux algérois et Zaitra
Reuter oranais
Thymus Boiss et Endémique dans le secteur Nord Djertil
munbyanus Reuter algérois
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1.8.4 Huile essentielle du thym

L’essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles
essentielles les plus actives [62,41]. Les huiles essentielles du thym sont composées par des
molécules aromatiques d’origine végétale présentant une tres grande diversité de structure.
La variabilité chimique des HEs du thym dépend de plusieurs facteurs, qui généralement
sont d’ordres climatiques et environnementaux. Mais peuvent étre aussi d’ordre génétique
et saisonnier (stade végétale) [34]. Ainsi, une étude menée par Dob et al. (2006) [66] sur
les thymus d’Afrique du nord a démontré que le composé majoritaire était le thymol chez

les especes d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les espéces de Tunisie.

De nombreux travaux ont été réalisés sur I’huile essentielle du thym. Nous nous
limiterons dans notre étude a quelques uns parmi les plus récents. Le tableau 4 nous donne
une ¢tude comparative des principaux composés de I’huile essentielle des feuilles de

quelques espéces du thymus.

Tableau 4 : Composition de I’huile essentielle de quelques espéces du thym

Espece Pays Composition Référence
T. vulgaris Turquie p-cymene 9.9%, thymol 46.2% [69]
linalool 4%, y-terpnéne 14.1%
T. vulgaris Espagne p-cymene 18.7%, thymol 57.7%
carvacrol 2.8%, linalool 2.1% [25]
T. rosulans Turquie Carvacrol 58.1%, p-cyméne 4.1% [31]
thymol 20.5%, y-terpnene 4.4%
T.sipyleus Turquie Borneol 11.2%, Muurolol 9.2% [31]
B-caryophyllen 7.6%, Geranial 7.3%
T. zygis Espagne Linalool 82.3%, p-cyméne 0.5% [25]
thymol 2.1%, carvacrol 0.1%
T. hyemalis Espagne p-cymene 16.0%, thymol 43.0% [25]
carvacrol 2.4%, y-terpnéne 8.4%
T. capitatus Sardinia p-cyméne 26.4%, thymol 29.3% [63]
(italy) carvacrol 10.8%, y-terpnene 8.4%
T. capitatus Tunisie Carvacrol 62.83%, p-cyméne 5.1% [70]
y-terpnene 2.4%
T. herba- Sardinia p-cymene 27.6%, thymol 50.3% [63]
barone (Nord de | carvacrol 2.9%, y-terpnéne 6.1%
Italy) linalool 5.8%
T. herba- Ardinia p-cymene 5.2%, thymol 46.9% [63]
barone (centre carvacrol 20.6%, y-terpnéne 4.6%
Italy) linalool 3.3%
T. serpyllum p-cyméne 21.12%, thymol 18.73% [71]
(befor floring) Iran carvacrol 1.34%, y-terpnéne 21.90%
linalool 1.08%
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T. serpyllum (al p-cyméne 2.85%, thymol 18.68% [71]
floring Iran carvacrol 0.41%, y-terpnéne 22.69%
linalool 1.44%
T. pubescens Iran p-cymene 2.85%, thymol 11.94% [71]
(befor floring) carvacrol 64.79%, y-terpnene 6.12%
T. pubescens p-cymene 12.65%, thymol 13.88% [71]
(al floring) Iran carvacrol 48.75%, y-terpnéne trac
borneol 3.77%
T. satureioides Maroc Borneol 26.40%, Thymol 11.48 % [55]
Carvacrol 8.76%
T. eriocalyx Iran Thymol 64.3%, B-phellandrene 13.2% [53]
cis-sabinenehydroxide 8.4%
T.x-porlock Iran Thymol 30.7%, B-phellandrene 39.4% [53]
cis-sabinenehydroxide 9.7%

La variation détectée dans la composition chimique de I’huile essentielle du thym
issue de différents pays est liee a plusieurs paramétres tels que: le facteur
environnemental, les conditions climatiques et géographiques variant d’un pays a un autre,
et la période de la cueillette. La méthode d’extraction influe, aussi, considérablement sur la
composition de I’huile essentielle [36,63]. Plusieurs espéces de thym possédent de
nombreuses activités biologiques tels que antispasmodique, antimicrobienne,
antibactérienne, antiviral, antioxydant et activitéfongicides, anti-inflammatoire,
antiseptique, carminatif [62,64,65].

1.9 Thymol

Le thymol est ’'un des principaux phénols reconnus dans I’huile essentielle de
quelques Labiatae (lamiaceae) comme le thym, origan et sarriette, dont le contenu peut
atteindre jusqu’a 84% [24]. Thymol a été découvert par Caspar Neumann en 1719. 1l a été
épuré, en 1853, par M. Lallemand, qui lui a donné le nom «thymol » et a attribué la
formule (vieille notation) CyH140,, la méme acceptée aujourd’hui et correspondant a
C10H140 de la nouvelle notation. Thymol est un phénol (2-1sopropyl-5-methyl-phenol)
(fig. 8), et est isomérique avec le carvacrol (2-1sopropyl-5-methyl-phenol).

Le thymol existe dans I’huile de thym, li¢ a d'autres hydrocarbures d'une plus grande

volatilité, p-cyméne (C1oH14), et thymene (C1oH16) [72].

Ha o CH-

OH

C'H;

Fig. 8 : Formule structurelle du thymol [33].
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Plusieurs études ont montré que le thymol posséde de nombreuses activités biologiques tels
que antispasmodiques, antimicrobiennes, antibactériennes, activités fongicides,

insecticides, antioxydant, anti-cancérogeénes et anti-inflammatoires [73,74].

1.9.1 Biosynthese du thymol

Actuellement, le diphosphate de géranyle (GPP) est considéré comme le
précurseur physiologique universel des monoterpénes et son isomeérisation s'impose avant
la cyclisation. Cette derniere passe par I'intermédiaire de son isomere allylique tertiaire, le
diphosphate de linalyle (LPP). Il a été récemment établi que le LPP se lie effectivement a
I'enzyme pendant les processus de cyclisation. Les monoterpénes cycliques dérivent d'un
méme mécanisme reactionnel électrophile (fig. 9).1l s'agit d'un cation terpényle-8, véritable
plaque tournante dans la biogénese des monoterpénes cycliques. En effet, on peut
concevoir facilement qu'il soit & l'origine du limonene, du terpinoléne et de l'a-terpineol
(fig.10). 1l peut également donner le cation terpényle-4, précurseur immédiat commun de

1"a- et du y-terpinene ainsi que du terpinene-4-ol. [43].
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1 : carbocation géranyle
2 : forme trans du LPP
3 : diphosphate de linalyle
4 : cation linalyle
5 : carbocation -terpényle (cation terpényle-8)

Fig.9 : Mécanisme réactionnel d'ionisation-cyclisation du diphosphate de géranyle
via le diphosphate de linalyle [43].

Certains monoterpénes monocycliques tels, le limonene, le terpinoléne, l'o-
terpinene, etc., présentent une structure chimique apparentée et peuvent étre
métaboliquement interconvertis. Ainsi, Koba et al., (2004) [75] ont montré que le

terpinene-4-ol peut donner 1'a- ou le y-terpinene par simple déshydrogénation. Par la
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méme réaction, le y -terpinene peut donner le p-cymeéne, précurseur immediat commun de

thymol et de son isomére, le carvacrol.

En effet, Lamarti et al.(1994) [43] ont rapporté que les monoterpénes
cyclases produisent a partir du GPP une variété de monoterpénes cycliques. Les réactions
catalysées par ces enzymes sont régiospécifiques et exigent des ions bivalents afin de
neutraliser la charge négative du groupement diphosphate et d'aider ainsi a I'ionisation du
GPP.

OH

CHs \
Hal CH; /

p-cymene

Thymol

Carvacrol oH

CH;

Fig.10 : Voies de biosynthese des monoterpenes cycliques, dont le thymol a partir
de différents cations terpényles [21,75].
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1.9.2 Extraction de thymol

Le thymol isolé par cristallisation sous I’action du froid, ou bien, par traitement
de I’huile essenticlle de thym avec une solution de soude caustique, les hydrocarbures
formant la couche de verseur sont élimineés, et la solution inférieure contenant le thymolate
de sodium (CioHi30ONa) est neutralisée avec 1’acide chlorhydrique. Le thymol vient
surnager a la surface de liqueur; on le recueille par décantation ou en employant un

dissolvant approprié suivie d'une recristallisation alcoolique. [72]

1.10 Activité des huiles essentielles et de ces composés

Les huiles essentielles, par leurs propriétés nombreuses et variées, sont utilisées
dans différents secteurs : en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie, en patisserie,
dans la fabrication des mastics, des condiments, des insecticides, et dans les industries

pharmaceutiques. Ceci a été prouvé par plusieurs études [7,9,18,25,76].

1.10.1 Activités biologiques
1.10.1.1 Industrie alimentaire

Les plantes aromatiques, les épices et leurs huiles essentielles sont utilisées depuis
des siécles dans les préparations alimentaires non seulement pour la saveur qu'elles
apportent mais également pour empécher le développement des contaminants alimentaires
[47,52,55].

Plusieurs travaux ont montré¢ que les HE de thym, de cannelle, d’origan, de
romarin, de clou de girofle et d’autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur sur la
croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables
d’infections alimentaires. Ceci est dii a la présence dans ces derni¢res de composés ayant

des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes [13,15,77,78].

1.10.1.2 Désinfection des locaux

Grace a leur pouvoir antiseptique, les huiles essentielles peuvent permettre
d’assainir 1’air ambiant ou les systémes de ventilation, notamment dans le milieu
hospitalier, entrainant un effet bénéfique au niveau de la qualité de ’air et limiter ainsi la

propagation des germes microbiens [79].
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1.10.2 Activités pharmacologiques

Depuis longtemps, les huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique. Les
applications thérapeutiques des huiles essentielles sont vastes. Elles requierent de bonnes
connaissances de ces substances et du fonctionnement du corps humain [65]. L’usage des
huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de
processus de synthése organique et la naissance de 1’industrie pharmaceutique. Elles sont

considérées comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont irremplacables
[2]

De nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand
nombre de produits pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la
préparation d’infusion telle que : la verveine, le thym, la menthe et autres. Elles ont une

action anti-inflammatoire, antiseptique, désodorisante, insecticide et antioxydante [8,80].

1.10.2.1 Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont depuis peu massivement
étudiées. Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil,
origan et thym possedent de puissants composés antioxydants [81]. Le thymol et le
carvacrol sont les composés les plus actifs [55].
L'activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuée a certains alcools,
éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques: le linalool, le 1,8-cinéole, le géranial/néral,
le citronellal, I'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes: y-terpinéne et I'o-
terpinoléne [81].

Jukie et Milos (2005) [82] ont montré dans une étude portant sur 1’huile
essentielle de thymus (Thymus vulgaris), que les chemotypes phénoliques (thymol et
carvacrol) et non phénoliques (linalool) sont capables de réduire le radical 2,2'-diphenyl-1-

picrylhydrazyl, avec un effet plus élevé enregistré pour les chemotypes phénoliques.

1.10.2.2 Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des
maladies inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite [83]. Le
potentiel thérapeutique tres varie des huiles essentielles a attiré, ces dernieres années,
I'attention de chercheurs quant a leur possible activité contre le cancer. De ce fait, les
huiles essentielles et leurs constituants volatils font dorénavant I'objet d'études dans la

recherche de nouveaux produits naturels anticancéreux [81].
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1.10.2.3 Activités anti-microbiennes des huiles essentielles.

Il est connu depuis 1’antiquité que les huiles essentielles présentent une activité
antiseptique non négligeable. Elles sont utilisées dans de nombreux domaines :
pharmacie, cosmétique, agro-alimentaire...etc. a la fin du XIX® et au début du XX°®
siecle, plusieurs travaux scientifiques relataient 1’action antiseptique de plusieurs huiles
essentielles [24].

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne, comme les
bactéries endocanalaires ou la microflore vaginale, et d’origine fongique, comme les
dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes. Elles
présentent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des anti-

septiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre [79].

Des études récentes ont prouvé que les huiles essentielles ont un spectre d’action
trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celle des
moisissures et des levures et que leur activité antimicrobienne est principalement fonction
de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils
majeurs. [6,7,15,84].

Sacchetti et al. (2005) [85] ont étudié¢ ’activité antifongique de 11 HE en utilisant
cing levures de pourritures d’aliments: Candida albicans, Rhodotorula glutinis,
Schizosacchromyces pombe, Saccharomyces cervisiae et Yarrowia lypolitica. Les résultats
obtenus ont montré que I’HE de Thymus citriodorus x et Cymbopogon citratus étaient les
plus efficaces pour inhiber les 5 levures testées. Les effets antifongiques du thym sur les
différentes levures et moisissures ont été décrits dans plusieurs études [86,77]. En effet,
I’effet anticandidosique de I’HE de thym in vitro a été rapporté par plusieurs auteurs
[2,87,88,89].

Dans la méme optique, Ouraini et al. (2005) [2] ont montré que I’HE de thym
(Thymus saturejoides L.) a des propriétés antifongiques in vitro sur les différentes étapes
du développement des dermatophytes. Klaric et al. (2006) [90] ont également décrit 1’effet
antifongique de I’HE de Thymus vulgaris sous forme gazeuse sur Aspergillus, Penicillium

spp, Cladosporium spp, Trichoderma spp, Rhizopus spp, Mucorspp.
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1.10.2.3.1 Activité liée a la composition chimique des huiles essentielles

Le principal facteur modifiant 1’activité antimicrobienne des HES est le type et
la structure moléculaire des composants actifs présents dans les HES. Ainsi in vitro, une
activité antimicrobienne plus élevée des terpenes oxygénés en comparaison des terpenes
hydrocarbures a été observée [7]. La structure moléculaire semble présenter un role aussi
important que la présence d’oxygene dans la molécule de terpéne: la caractéristique
lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la propriété hydrophile des groupes
fonctionnels sont déterminantes vis-a-vis de 1’activité antimicrobienne des tetrpénoides

[7]. Sur cette base, ’ordre d’activité antimicrobienne de ces composés est le suivant:
[2,23]

Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Oxydes> Hydrocarbur > Esters

Stylo et al. (2005) [91] ont montré que la nature antimicrobienne des huiles
essentielles est apparemment en rapport avec leur fort contenu phénolique en particulier en
thymol et carvacrol. Ces résultats sont en accord avec ceux donnés par [37,63]. Ils ont
prouvé que: plus les teneurs phénols sont élevées, plus les huiles essentielles sont
efficaces.

Pinto et al.,, 2006 [88] ont rapporté que les espéces du genre Thymus
(T.vulgaris, T.zygis), qui contiennent une quantité importante de phénols, présentent un
large spectre d'activité sur les moisissures et champignons filamenteux.

Kaloustian et al. (2008) [24] confirment que ce sont les phénols (thymol,
carvacrol) qui donnent a I’huile essentielle le caractére antibactérien. Par ailleurs, ces
résultats sont en accord avec ceux donnés par d’autres études [78,92].

Bouhdid et al (2006) [55] ont montré que les huiles essentielles de Corydothymus
capitatus et de Thymus vulgaris thymoliferum témoignent d’une activité antibactérienne
intéressante surtout contre les bactéries Gram positives. En effet, L. moncytogenes, souche
hautement pathogéne, présente une sensibilité élevée a ces deux huiles. Cette grande
activité est liée a la présence du carvacrol et du thymol qui sont majoritaires dans ces deux
huiles.

Les terpenes phénoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont souvent utilisés
comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques dans des préparations

pharmaceutiques [93].
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Par ailleurs en 1998, Hilan et Sfeir [94] ont prouvé que le thymol est 20 fois plus
antiseptique que le phénol. L’effet antifongique d’HE est dii essentiellement a la nature de

leurs composés majeurs mais en partie a la nature de leurs composés mineurs [48].

Cosentino, Tuberoso et al., (1999) [63] ont montré que les phénols ne sont pas
les seuls responsables de I’intégralité de 1’activité; la totalité¢ de la composition chimique
doit étre prise en compte. De méme, Lahlou, (2004) [18] a prouvé que I’activité
(antimicrobienne, antivirale, insecticide, larvicide et ovicide) des huiles essentielles est
supérieure a celle de ses composés majoritaires testés separément.

Dans une étude in vitro sur des microbes pathogénes situés dans les aliments,
Rota et al.(2008) [25] ont montré que la totalité des huiles essentielles avait une plus
grande activité antimicrobienne que les mélanges des composants majeurs, ajoutant que les
composants mineurs sont critiques a I'activité et peuvent avoir un effet synergique ou une
influence potentielle sur I'huile essentielle. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés
par [49]. En effet, Haddaf et al.(2004) [95] ont étudié 1’activité antifongique de deux
espeéces de thym, ils ont rapporté une activité antifongique plus élevée pour 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris bien que sa teneur en phénols (thymol et carvacrol) de
36.70% soit inférieure a celle du Thymus numidicus qui est de 65.87%. lls ont conclu que
d’autres constituants pourraient intervenir dans le pouvoir antifongique de cette huile.

En revanche, les composants oxygénés purs ont aussi montré une activité supérieure par
rapport aux HES dans lesquelles ils se trouvent. Pinto et al., 2006 [88] ont testé
séparément l'activité de carvacrol, p-cymene et y—terpinene (qui sont des constituants de
I'HE de Thymus pulegioides) sur Candida spp., sur Aspergillus spp et autres
dermatophytes. Les résultats obtenus montrent une activité antifongique plus importante
du carvacrol sur Candida spp. et Aspergillus spp. par rapport a I'action de I'huile prise

dans son ensemble.

Dans le méme optique, Kaloustian et al., 2008 [24] ont trouvé que les phénols
(thymol et carvacrol) purs présentent une meilleure activité que les huiles essentielles
pures. La présence de traces d’autres terpénes dans ces huiles pourrait expliquer cette
différence d’activité. Par ailleurs, une étude menée par Botelho et son équipe (2007) [33] a
montré que I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Lippia sidoides est inférieur
comparativement a celle de thymol et de carvacrol testés séparément, en suggérant que les
composants mineurs peuvent contribuer a un effet antagoniste sur 1’activité¢ de 1’huile

essentielle.
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1.10.2.3.2 Type de microorganismes ciblés

Un autre parametre important déterminant I’activité antimicrobienne des HES
est le type de microorganismes ciblés. En général, les différents microorganismes n’ont
pas une sensibilité similaire vis a vis des HES.

Lahlou (2004) [18] a souligné que la sensibilité des microorganismes peut varier
selon le germe testé car une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines
souches, biostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun effet. C’est pour cela qu’il est
important de mentionner la dénomination complete, le Gram des microorganismes ainsi
que I’espéce botanique et le chémotype de I’huile essentielle.

En effet, Marzouk et son équipe (2006) [49] ont trouvé que les bactéries & Gram
positif seraient plus résistantes aux huiles essentielles que les bactéries a Gram négatif.
Cette affirmation n’a cependant pas été confirmée par d’autres travaux. La susceptibilité
des bactéries est en effet indépendante du Gram [23,37], ou dépend des huiles essentielles
utilisées [8]. D’autres travaux rapportent que les bactéries a Gram négatif apparaissent

plus résistantes que celles a Gram + vis-a-vis des HEs [34,37,63].

1.10.2.3.3 Mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HES, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme
unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire [96]. De facon générale, il a été
observé une diversité d’actions toxiques des HES sur les bactéries comme la perturbation
de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, la fuite
d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules [7,11,15,23,87]. Cox et
al.(2000) [97] ont rapporté que I’activité antifongique des huiles essentielles est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa rupture entrainant
une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure. En effet, Glodani et
Kaloastian (2006) [87] ont noté que les composés terpéniques des huiles essentielles et
plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes
réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des
levures. De méme, Gideon et al. (2007) [91] ont rapporté que les phénols sont
responsables de dégats irréversibles au niveau de la membrane et des parois cellulaires des

bactéries.
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1.10.3 Effet synergique entre les huiles essentielles et d’autres substances anti-

microbiennes

A défaut d’antifongiques nouveaux et plus puissants, des travaux ont permis de
favoriser I’action antifongique de molécules comme I’amphotéricine B de telle facon que
la quantité nécessaire soit inférieure et permette alors d’espérer une diminution des effets
secondaires indésirables. Ainsi, Glordani et Kaloustin (2006) [87] ont montré que
I’utilisation d’huiles essentielles en concomitance avec les médicaments tels que
I’amphotéricine B pourrait induire une diminution de la quantit¢ de médicaments
nécessaire a une inhibition de la croissance fongique. Cette diminution pourrait alors
laisser espérer une baisse des effets secondaires (notamment la forte toxicité rénale) liés a
I’utilisation de ce médicament et la suppression des mutants résistants a I’AmB.

Il existe d'autres composés volatils qui ont prouvé une activité cytotoxique contre
diverses lignées cellulaires cancéreuses (gliomes, cancer du célon, du poumon, du foie, du
sein, etc.). Le géraniol, un alcool monoterpénique trés fréquent dans les huiles essentielles,
diminue la résistance des cellules cancéereuses du codlon (TC118) envers le 5-fluorouracil,
un agent anticancéreux. De ce fait, le géraniol potentialise I'effet inhibiteur de la croissance
tumorale du 5-fluorouracil [98].

1.10.4 Apercu sur les techniques d’étude du pouvoir antimicrobien des HE.

L’activité antimicrobienne des HE est le sujet de plusieurs études scientifiques in
vitro depuis plusieurs années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer cette activité
sont nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions
expérimentales adoptées par chague manipulateur [99].

A T’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre
mise en évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu
solide qu’en milieu liquide. Les méthodes d’évaluation de 1’activité antimicrobienne des
HES les plus couramment utilisées sont la "méthode de diffusion dans I’Agar" et la
"méthode de dilution”. Dans la premiére méthode, les HES sont ajoutées sur des disques
ou dans des puits creusés dans 1’ Agar.

Dans la seconde méthode, les HES sont ajoutées dans des bouillons d’Agar ou d’autres
liquides dans lesquels les bactéries sont présentes. Ces différentes techniques sont

répertoriées et décrites dans différentes publications [18,100].
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LA PEAU

11.1 Structure et fonctions de la peau

La peau, ou membrane cutanée, recouvre la surface externe du corps. Elle
constitue 1’organe le plus lourd (masse) et le plus étendu (superficie) du corps humain.
Chez ’adulte, elle couvre plus ou moins 2 m® et pése de 4,5 & 5 kg, soit environ 16 % de la
masse corporelle totale. Son épaisseur varie de 0,5 mm sur les paupiéres a 4 mm sur les
talons ; elle est de 0.5 a 2 mm sur la majeure partie du corps. Sur le plan structural, la peau
comprend deux couches principales (Fig.11). La partie superficielle, la plus mince, se
compose de tissu épithélial et est appelée épiderme (epi: sur). La partie la plus
profonde, et la plus épaisse, se compose de tissu conjonctif et est nommée derme
[101,102]. En dessous du derme se trouve la couche sous-cutanée, qui n’appartient pas a la
peau proprement dite ; elle est appelée fascia superficiel ou encore hypoderme, et se
compose de tissu aréolaire et de tissu adipeux. La complexité anatomique et physiologique
de la peau humaine lui confere des propriétés complexes [103].

Les recherches effectuées durant les 20 derniéres années dans les domaines de la
dermatologie et de la biologie cutanée ont profondément enrichi les connaissances sur ses
mécanismes physiologiques et modifié la perception de cet organe. La peau est la premiere
ligne de défense vis-a-vis du monde extérieur mais permet en méme temps d’entretenir des
relations avec celui-ci. Son intégrité est nécessaire a la vie tant pour son incidence sur la
santé de I’individu que pour son bien-étre. Outre sa fonction barriéere, la peau est aussi le
siecge du toucher et possede un role de synthése (vitamine D2), d’¢élimination
(principalement fer et cholestérol par la sueur, le sébum, les poils et les cellules

desquamantes) et d’échanges thermiques et gazeux [101,104].
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Fig.11: Structure de la peau [105]

11.2 Epiderme

La partie la plus superficielle de la peau est représentée par 1’épiderme. Ce tissu
est dérivé embryologiquement de ’ectoblaste. C’est une couche continue d’un épithélium
malpighien kératinisé, dont plusieurs types de cellules entrant dans la composition de
I’épiderme. Les kéranocytes en grande majorité (90 - 95%), les mélanocytes, les cellules de
Langerhans et cellules de Merkel [101,106]. Son épaisseur varie largement en fonction du
site anatomique ; la moyenne est de 40-50 um mais elle augmente jusqu’a 80um sur le
poignet et le dos de la main et jusqu’a 400um au bout des doigts [105,106]. Sa fonction
essentielle est représentée par la formation de la couche cornée, stade ultime de la
différenciation cellulaire, permettant la réalisation d’une barriere efficace entre I’organisme et le
milieu extérieur [107]. D’aprés Cuminet (1999) [106], de la profondeur a la surface, on
observe: (fig.12,13)

Le stratum _germinativum, ou couche des cellules basales. Elle est composée de cellules

germinatives formant une couche mono-cellulaire a disposition palissadique. Il s’agit d’une zone
d’échange avec le derme sous-jacent, et d’ancrage par le biais de la jonction dermo-
épidermique. Cette jonction est élaborée conjointement par les fibroblastes dermiques et

les kératinocytes.
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Le stratum spinosum, ou corps muqueux de Malpighi, est composé de 3 ou 4 couches

d’éléments polyédriques tendant a s’allonger horizontalement vers les couches
superficielles. Dés ce niveau, les cellules sont capables de synthétiser de la kératine. Leur
noyau est arrondi et de volume supérieur a celui de la couche basale. Ces cellules sont
pourvues de prolongements spiculés porteurs de desmosomes. Ces desmosomes sont les
moyens de fixation intercellulaires, auxquels s’attachent les tonofillaments

intracytoplasmiques.

Le stratum_granulosum, qui correspond a 3 couches de cellules granuleuses aplaties et

fusiformes, situées immédiatement sous la couche cornée. Ces cellules contiennent de la

kératohyaline, précurseur de la kératine.

Le stratum corneum, ou couche cornée. Elle est composée de cellules mortes,

superposées, hexagonales et allongées, réguliérement ordonnées, anuclées et complétement
kératinisées. Le nombre de couches cellulaires est trés variable : de 15 & 20 au niveau de
I’abdomen et du dos, plus de 100 au niveau palmaire. Ces cellules sont ¢liminées de fagcon

ordonnée, selon le processus de desquamation.

Fig. 12 : Schéma de I’organisation histologique Fig. 13 : Schéma du processus de
de I’épiderme d’aprés Franceschini. [107] maturation des kératinocytes d’apres
Lavker et Maltosky. [107]
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11.3 Absorption cutanée

La voie cutanée est trés largement utilisée pour I’administration de médicaments.
En effet, elle offre la possibilité de pouvoir cibler les différentes couches de la peau
(administration percutanée) ou bien la voie sanguine pour une administration systémique
du principe actif (voie transcutanée). Le devenir du principe actif dans la peau dépend des
propriétés de celle-ci (intégrité, dge...) mais aussi des caractéristiques physico-chimiques
du principe actif (taille, forme, structure et propriétés chimiques de la molécule), de la

forme galénique choisie et des excipients [102,105,108].

D’un point de vue cinétique, la pénétration dans la cornée se découpe en deux
phases. Une premiere phase de latence qui peut étre considérée comme une phase de
‘charge en produit’ dont la durée dépend des propriétés physico-chimiques des actifs. Une
seconde phase, d’équilibre, durant laquelle I’actif est capté par un flux dermique continu. la
substance continue ainsi a diffuser dans I’épiderme et le derme en trois temps : tout
d’abord, un transport de (s) ’actif(s) jusqu’a la zone d’absorption (dépendant de la
viscosité de ces derniers et de leur véhicule) ; puis, la libération de ces actifs (fonction de
’affinité de la préparation pour la peau) ; enfin, les étapes d’absorption et de résorption
(dépendantes uniquement de(s) actif(s) étudié(s) et dont les cinétiques seront données par
la Loi de Fick). Ainsi, ils ont noté que le ciment lipidique de la couche cornée accélere le

passage des molécules amphiphiles, et freine la diffusion des substances hydrophiles [108].

La maitrise du degré de pénétration du (ou des) principe(s) actif(s) contenu(s)
dans la forme pharmaceutique pour application locale sera 1’objectif prioritaire du
développement galénique. Elle passe par la définition préalable du niveau d’activité et de
I’effet attendu de la forme envisagée; le tableau 5 précise le degré de pénétration a

conférer en fonction du type d’efficacité recherché [109].
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Tableau 5 : Influence du degré de pénétration sur I’activité

Niveau d’action Effet attendu Degré de pénétration

Activité de surface

Surface Protection
Antiseptique Nulle

Antisolaire, etc.

Couche cornée Emolient Faible

Exfoliant, etc.

Activité épidermique

Antibiotique
-Antiseptique
Antifongique
Epiderme - Anti-inflammatoire Moyenne

- Antiphlogistique
- Anesthésique
- Antipruritique

- Antihistaminiqu, etc.

Activité dermique ou

systémique

Derme Hormonal Elevée

Cardiovasculaire, etc.

I1.4 Aspects qualitatifs et quantitatifs de I’absorption cutanée

La couche cornée, faite de cornéocytes non-vivants fermement liés et de voies de
transport non perceptibles telles les glandes sébacées et sudoripares, peut étre envisagée
comme une membrane passive. La plupart des substances la traverseront
proportionnellement au gradient de concentration entre le coté supérieur et inférieur de la
membrane. Ainsi on peut appliquer la loi de Fick, du moins tant que la concentration en

surface est grande et la concentration dans 1’épiderme faible.
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Pour parvenir a I’épiderme vivant, c’est a dire traverser le stratum corneum, une
molécule a trois possibilités. Elle peut diffuser entre les cellules, a travers les cellules ou a
travers les follicules pilo-sébacés ou les glandes sudoripares (fig.14) [102,105].
L’importance relative de chacune des voies parait étre influencée par les caractéristiques

du produit appliqué et celles de la surface cutanée.

v' Diffusion intracellulaire : autrefois considérée comme la voie majeure, désormais
controversée;

v’ Diffusion intercellulaire (espaces lipidiques) : voie préférentielle pour de nombreuses
molécules, méme polaires comme 1’eau. Les modalités de pénétration restent encore
obscures;

v' Diffusion a travers les annexes cutanées : bien que la surface couverte par les
annexes cutanées soit inférieur a 1% de la surface cutanée, 1’absence de barriére cornée au
niveau de ces annexes favorise I’absorption des molécules. Cette voie interviendrait au
cours des premieres minutes de diffusion des molécules plus ou moins polaires. En fait,
elle bénéficie surtout aux molécules de grande taille et de faible polarité pour lesquelles
elle est la seule issue possible.

En effet, selon les mémes auteurs, la plupart des molécules traversent la couche

cornée en empruntant la voie intercellulaire. [102,105]

Fig.14: Voies principales de pénétration [102].

11.5 Formes galéniques destinées a la voie cutanée

Les préparations destinées a étre appliquées sur la peau, représentent certainement
une des plus anciennes formes pharmaceutiques, puisqu’elles ont été appliquées soit pour
soigner les blessures, soit pour embellir la peau avec les fards, les onguents et les poudres

de beauté, ancétres des produits cosmétiques modernes.
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En effet, la formulation des préparations destinées a la voie cutanée doit tenir
compte des caracteres propres de la peau (épiderme, derme, hypoderme) et de ses annexes
(glandes sebacées et sudoripares, follicules pileux) ainsi que des caracteres physico-
chimiques du principe actif qui lui permettront ou non de franchir la barriere cutanée afin

d’exercer une action générale.

11.5.1 Préparations semi-solides pour application cutanée
Les préparations semi- solides pour application cutanée sont destinées a étre

appliquées sur la peau ou sur certaines muqueuses afin d’exercer une action locale ou
transdermique de principes actifs. Elles sont également utilisées pour leur action émolliente
ou protectrice. Elles présentent un aspect homogene [110].
Plusieurs catégories de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre
distinguées : [110]

e Les pommades (hydrophobes, absorbant 1’eau, ou hydrophiles);

e Les cremes hydrophobes ou hydrophiles;

e Les gels hydrophobes ou hydrophiles;

e Les pates;

e Les cataplasmes.
11.5.1.1 Pates
Les pates sont des préparations pour application cutanée contenant de fortes proportions de
poudres finement dispersées dans I’excipient. On distingue : [110]
- pates a corps gras ou les excipients sont des corps gras ou des mélanges de corps gras;

- pates a I’eau sont des préparations dont I’expient est a base d’eau et de glycérine.

11.5.2 Autres formes administrées sur la peau

A coté des pommades, crémes, pates et gels, d’autres préparations plus liquides
sont aussi destinées a étre appliquées sur la peau : ce sont les liniments, les lotions et
surtout des solutés divers. Pour I’application sur la peau on peut encore citer les poudres

dermatologiques, les cataplasmes et les sinapismes [111].
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MICROORGANISMES ET PATHOLOGIES

L’organisme humain, constamment exposé a une multitude de microbes
(bactéries, virus, parasites, champignons), posséde un systeme complexe de défense qui lui
permet de rencontrer ou d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus.
Cependant, dans certaines conditions, 1’infection peut entrainer une maladie infectieuse
grave [112].

Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons affectent
des millions de personnes dans le monde entier, et causent de lourdes pertes a I'économie.
Aux Etats Unis seuls, ces pertes sont d’environ 20 billions de dollars par an. De nombreux
programmes ont été conduits pour découvrir et développer de nombreux agents
antimicrobiens d’origine biologique. Ainsi 27 antibiotiques et 12 antifongiques étaient en
développement en 1998 contre les infections bactériennes et fongiques. Ceci illustre

I’effort sérieux exercé pour la lutte contre les maladies infectieuses [112].

I11.1 Définition de microorganismes

Les microorganismes sont définis historiguement comme des organismes vivants
trop petits pour étre distingués a l'oeil nu et généralement formés d'une seule cellule. Ce
terme est donc utilisé pour désigner des organismes unicellulaires ou constitués d’un

nombre limité de cellules (fig.15).

.l J LS

BE

Bactérie Champignon Protozoaire Protophyte
Salmonella Candida Trypanosoma Pediastrum
Enteriditis albicans brucei albicans

Fig.15: Différentes classes de microorganismes [113]

Comparativement a I’homme, les microorganismes sont nettement plus nombreux
et ont une capacité extraordinaire a s'adapter a son environnement. Or, plus la population
humaine augmente, plus elle permet aux organismes pathogénes de se développer, et de

transmettre les maladies.
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Il est donc important de posséder des moyens efficaces pour lutter contre ces

microorganismes néfastes a I’Homme [113].

I11.2 Infections bactériennes

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n'étant pas localisé dans un
noyau. Beaucoup contiennent des structures circulaires d’ADN extra-chromosomique
appelées plasmides. Il n'y a pas d'autre organite dans le cytoplasme que les ribosomes, qui
sont de plus petite taille que ceux des cellules eucaryotes. A I'exception des mycoplasmes,
les bactéries sont entourées par une paroi complexe, différente selon que la bactérie est a
Gram positif ou négatif. De nombreuses bactéries possedent des flagelles, des pili, ou une
capsule a I'extérieur de la paroi (ANNEXE 1).

Aussi bien pour les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif la
membrane cytoplasmique est formée d'une bicouche lipidique associée a des protéines.
Dans les deux cas, le composant principal de structure de la paroi est le peptidoglycane, un
réseau tridimensionnel de chaines polysaccharidiques (composéees de N-acétylgiucosamine
et 'd'acide N-acétylmuramique) et d'acides aminés. Chez les bactéries a Gram positif, la
paroi est constituée presque exclusivement de la, couche de peptidoglycane, a laquelle sont
associes des polymeéres d'acide teichoique. Les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus
complexe. La couche de peptidoglycane est plus fine que celle des Gram positif, et elle est
entourée par une membrane externe composée de lipopolysacchandes et de lipoprotéines.
La partie lipopolysaccharidique de la paroi des Gram négatif comprend les molécules
d'endotoxine (lipide A) qui contribuent au pouvoir pathogéne bactérien (ANNEXE 1).

Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de I'angine
bénigne aux épidémies de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes
remarquablement adaptables, a I'origine de maladies graves ou de simple colonisation de la
peau. Elles sont capables de survivre et se multiplier dans I'environnement et certaines
forment des spores qui survivent pendant des décennies. Un grand nombre d'entre elles
parasite les animaux, et n'infecte I'nomme que par hasard. D'autres ne peuvent survivre
qu'au contact intime de leur hote humain. Alors que la plupart des bactéries se répliquent
en quelques heures ou jours, d'autres ont une croissance beaucoup plus lente, entrainant des

infections chroniques difficiles a traiter.
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En plus d'une grande diversité d'habitat, les bactéries ont unimportant potentiel
d'adaptation génétique. Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique, capable de
transférer du matériel génétique au sein de I'espéce ou vers des espéces différentes. Cette
adaptabilité génétique peut accroitre a la fois leur pouvoir pathogéne et leur résistance aux
antibiotiques [113].

111.3 Infections fongiques

Les Champignons ou Mycétes constituent aujourd’hui le cinquiéme régne du
monde vivant appelé Fungi ou regne fongique. Actuellement, le régne fongique comprend
plus d’un million d’espéces recensees a la surface de la planéte [114].

Le regne des Fungi ou regne des mycétes est constitué d’organismes eucaryotes,
principalement multinuclés dont les noyaux sont dispersés dans un mycélium avec paroi.
Ce sont principalement des organismes terrestres dont les cellules sont organisées en un
appareil vegétatif primitif, le thalle. Chez la majorité des espéces fongiques, le thalle est
formé d’un enchevétrement de filaments; les mycéliums, pouvant donner naissance a des

spores sexuees ou asexuées.

La plupart des mycétes sont saprophytes, excepté les champignons parasites
responsables de certaines maladies et qui peuvent infecter les plantes et les animaux.
Toutefois les agents des teignes, les dermatophytes, sont pour leur grande majorité des
champignons strictement parasites. Le developpement d’une pathologie fongique chez
I’humain et I’animal dépend souvent de facteurs prédisposants comme 1’existence de
pathologies concomitantes (SIDA), d’événements associés (chirurgie, traitement anti-
biotique,...) ou de facteurs environnementaux (conditions d’élevages favorisant les
contacts rapprochés,...) [115].

Les infections a levures ont vu leur incidence augmenter et leur localisation se
diversifier. Parmi le genre Candida, le Candida albicans reste 1’espece la plus fréquemment
rencontrée. En pathologie, Candida albicans est la cause, de 70 & 80 % des cas de
candidoses humaines. C’est ’agent des mycoses cutanées (impétigo) et unguéales
(intertrigos), des mycoses digestives (muguet et buccal), intestinales, biliaires et génitales,

des mycoses broncho-pulmonaires, viscérales (abcés cérébraux) [2].

Les mycoses, situées au premier rang des infections cutanées, représentent une

pathologie fréquemment évoquée en pratique dermatologique [116].
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Dans la pathologie fongique ou mycosique, trois types de mycoses humaines sont
fréquentes et universelles : les dermatophytoses, le Pityriasis versicolor et les candidoses

cutanéo-muqueuses. D’autres sont plus rares mais profondes et séveres [2] (tableau 6).

Tableau 6: Principaux types d’infections fongiques rencontrées chez I’homme
(d’aprés Alcamo, 1997) [117].

Type d’infection Agent responsable Site d’infection

Cryptococcoses Cryptococcus neoformans Poumon, cerveau (méninges

et liquide céphalorachidien)

Candidoses C. albicans, C. glabrata, Peau et muqueuses, tractus
C. parapsilosis, C. krusei
gastro-intestinal et sang

Dermatophytoses Trychophyton, Microsporum, |  Cuir chevelu, peau, ongles

et Epidermophyton

Blastomycoses Blastomyces dermatitidis | Visage, mains et pieds

Sporotrichoses Sporothrix schenkii Peau

Les infections fongiques restent les plus graves et leur fréquence a augmenté de
facon considérable au cours des dernieres années en raison principalement du nombre

accru de patients immunodéprimés et d’interventions médicochirurgicales invasives [1].

I11.4 Dermatophytoses

Les dermatophytoses sont des mycoses cutanées provoquées par des champignons
filamenteux kératinophiles, les dermatophytes. Ces affections cosmopolites sont
fréquemment rencontrées tant chez I’homme que chez I’animal. Contrairement a la plupart
des autres champignons pathogenes, les dermatophytes sont des parasites obligatoires
infectant des individus en bonne santé, et les infections dont ils sont responsables sont
contagieuses  [118,119,120]. L’infection superficielle a dermatophyte est 1'une des
maladies dermatologiques les plus communes [119,120] (fig.16).
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Les dermatophytes [(du Grec derma = peau et phyton = plantes) sont des
champignons filamenteux kératinophiles et kératinolytiques; ils utilisent comme substrats
naturels des structures kératinisées. Les especes saprophytes se nourrissent de débris
kératinisés ¢liminés dans I’environnement, tandis que les espéces parasites envahissent le
stratum corneum de 1’épiderme ainsi que les phaneres (poils ou cheveux, griffes ou
ongles). Les dermatophytes pathogénes restent généralement confinés a ces tissus, et
n’atteignent que rarement les couches les plus profondes de la peau et tres
exceptionnellement les organes internes.

On distingue trois groupes de dermatophytes selon leur habitat naturel, les
dermatophytes anthropophiles, zoophiles, et géophiles [2,118]. Les espéces anthropophiles
sont des parasites obligatoires de 1’homme ; ils se transmettent essentiellement par
contagion, interhumaine mais peuvent occasionnellement infecter [’animal. Les
dermatophytes zoophiles ont pour réservoir une ou plusieurs especes animales. Cependant,
ils sont souvent isolés lors de dermatophytoses humaines, et certaines espéces comme M.
canis et Trichophyton verrucosum infectent I’homme trés facilement [120]. Les
dermatophytes géophiles ou telluriques sont quant a eux des saprophytes vivant dans le
sol. Toutefois, ils peuvent accidentellement étre a I’origine d’une infection humaine ou

animale, par exemple suite au contact entre une peau lésée et un sol contaminé [119].

Fig. 2. Dermatophytose & T. rubrum de la main.

Fig. 3. Dermatophytose a T. rubrum de la plante.

Fig.16: Infection superficielle a dermatophyte [119]
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111.5 Moyens de lutte contre les microorganismes pathogéenes

Les caractéristiques physiologiques et structurales des champignons différent
assez fortement de celles des bactéries, ce qui explique que la majorité des antibiotiques
actifs contre les bactéries n’ont aucun effet sur la premicre catégorie d’organismes vivants
(champignons) [115]. Il existe de nombreuses molécules utiles pour lutter contre les
microorganismes pathogenes. Dans cette partie nous avons choisi de présenter quelques
exemples de composeés efficaces pour combattre les protozoaires, les champignons et les

bactéries.
111.5.1 Contre les champignons

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part a
I’ultrastructure de la cellule fongique qui présente trois barriéres (la paroi cellulaire
chitineuse, les ergostérols membranaires et le noyau eucaryote) et d’autre part aux
molécules antifongiques elles-mémes qui sont soit fongistatiques, toxiques, ou qui peuvent
engendrer des résistances [122]. Il existe plusicurs classes d’agents antifongiques: les
polyénes, les dérivés azolés, les analogues nucléosidiques, les allylamines, les

pneumocandines, et les sordarines [115].

La chronologie de la découverte des différents agents antifongiques est résumée sur la

Fig.17 et leurs formules chimiques sont représentées sur la Fig. 18.
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Fig.17 : Chronologie de la découverte des différents agents antifongiques (d’aprés
Sheehan et coll., 1999) [123].
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111.5.2 Contre les bactéries

Pour soigner les maladies infectieuses, les antibiotiques sont les outils efficaces
les plus fréquemment utilises. Ces composés qui alterent le fonctionnement normal des
bactéries peuvent inhiber leur croissance (antibiotique bactériostatique) ou la détruire
(antibiotique bactéricide). La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de
la bactérie. Chaque famille d’antibiotique posséde son propre site d’action [50] (voir
ANNEXE 1). Le traitement des mycoses cutanées bénéficie actuellement de nombreux
antifongiques actifs et efficaces. Malgré cela, le probléme des résistances de plus en plus

nombreuses a un ou plusieurs antifongiques persiste encore [2,8,79,83].

L’accroissement des infections fongiques et le développement de souches résistantes aux
médicaments utilisés. Pan-Havard et al. (1991) soulignent la nécessité de la découverte de
nouveaux agents antifongiques. Pour cela les sécrétions végétales telles que les huiles

essentielles sont intéressantes du point de vue leur pouvoir fongitoxique [87].
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MATERIEL ET METHODES
V.1 Objectif de travail
L’objectif de ce travail est ’extraction de I’huile essentielle de Thymus fontanesii
et son composé majoritaire, le thymol, dans le but de préparer deux pates médicamenteuses
a effet antimicrobien une a base de I’huile essentielle de Thymus fontanesii et I’autre a base
de thymol extrait, suivie d'une étude microbiologique pour comparer ['activité
antimicrobienne des deux produits. Cette activité a eté évaluée sur des bactéries, des

levures et des dermatophytes responsables de mycose humaine.

IVV.2 Matériel chimique

Les constituants chimiques entre dans la composition des deux pates préparées
sont: Glycérol, H,O, bentonite, ZnO, acide salicylique, tetraborate de Na, formaldéhyde,
CuSOg.
IV.2.1 Analyse des constituants chimiques

La plupart des réactifs ont été acquis directement aupres de firmes de renommee,
et n'ont pas nécessité de contrble. Par contre certains produits ont du étre soumis aux

méthodes habituelles de purification pour s'assurer d'un haut degré de pureteé [125].

I1VV.3 Matériel biologique
IV.3.1 Matériel végétal
IV.3.1.1 Description botanique
Le Thymus fontanesii, objet de notre étude, appelé « Zaateure » en arabe [68] est
une plante spontanée, raide, dressée, a rameaux étalés. C’est un petit arbrisseau qui ne
dépasse pas 20 cm de hauteur a feuilles petites
linéaires ou linéaires-lancéolées recourbées sur les
bords de couleur vert foncé, et qui sont recouvertes de
poils et de glandes. Les épis floriféres sont courts et
étroits. Ses petites fleurs zygomorphes sont
regroupées en glomérules et leur couleur varie du
blanc au violet visible d’avril a juin, a odeur trés

agréable et spécifique. Tres commun dans les régions

montagneuses, c’est une espece endémique en

Algérie. Fig. 19 : Thymus fontanesii
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1VV.3.1.2 Récolte et séchage

Le thym, utilisé dans cette étude, a été identifié par le département de botanique, de
I’Institut National d’Agronomie d’Alger comme étant le Thymus fontanesii. Des récoltes
complémentaires de parties aériennes de notre espéce de thym ont éteé réalisées au mois de
mars, mai, juillet 2007, durant les étapes de floraison (début, pleine et fin de floraison) de
la plante dans leur habitat naturel situé dans la région de Lakhdaria dans la wilaya de
Bouira (150km a I’est d’Alger). Elles ont été ensuite séchées au laboratoire a I’air libre a
I’abri de la lumicre et de I’humidité, puis conservées jusqu’au moment de I’extraction.

1VV.3.2 Matériel animal

Espéce : lapin

Race : albinos

Elevage : animalerie de CRD - SAIDAL

Poids : 2.2 - 2.5 Kg

Couleur : blanche.

1VV.3.3 Souches microbiennes testées

Les souches utilisées dans notre étude font parties de trois groupes de microorganismes,
qui sont des pathogénes et des contaminants. Les tests sont réalisés sur cing bactéries, deux
levures, provenant essentiellement du Laboratoire de microorganisme de CRD-SAIDAL et
deux dermatophytes provenant de I’Institut Pasteur- d'Algérie (IPA) (Tableaull).

Tableau 7 : Liste des souches microbiennes testées

Nom de la souche N° Gram Famille Source
ATCC
Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae CRD-SAIDAL
Pseudomonas aeruginosa 9027 - Pseudomonadaceae CRD-SAIDAL
Escherichia coli 4157 - Enterobacteriaceae CRD-SAIDAL
Enterococcus faecalis 6569 + Enterococcaceae CRD-SAIDAL
Bacillus subtilis 9372 + Bacillaceae CRD-SAIDAL
Saccharomyces cereviseae 2601 Saccharomycetaceae CRD-SAIDAL
Candida albicans 24433 Cryptococcaceae CRD-SAIDAL
Trichophyton Dermatophyte Institut Pasteur
mentagrophytes d'Algérie
Microsporum canis Dermatophyte Institut Pasteur-
d'Algérie
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1VV.3.3.1 Milieux de culture utilisés

Suivant la méthode employée dans 1’essai et selon les souches choisies, nous avons utilisé
comme milieux de culture les suivants : (ANNEXE 4)

- Gélose Nutritive, Bouillon et Gélose Mueller Hiuton pour les bactéries;

- Bouillon Nutritif et Milieu Sabouraud liquide pour les levures;

- Bouillon de Sabouraud dextrose agar, Sabouraud supplémenté d’actidione et de

chloramphénicol et milieu de Borelli pour les dermatophytes.

1V.4 Extraction de I’huile essentielle

Dans cette étude, deux méthodes d’extraction ont été utilisées : 1’hydrodistillation et
I’entrainement a la vapeur d’eau. L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée au
niveau du laboratoire de synthése pétrochimique de Boumerdes. Pour ce faire, deux

appareillages ont été utilisés pour extraire I’huile essentielle de Thymus fontanesii

IVV.4.1 Hydrodistillation

100g de la matiere végétale est introduite dans un ballon de deux litres, imprégné d’eau
distillée, I’ensemble est porté a ébullition pendant une heure et demi a deux heures. Les
vapeurs chargées d’huile essentielle; en traversant un réfrigérant se condensent et chutent

dans une ampoule a décanter (Fig.20), I’cau et I’huile se séparent par différence de densité.

Fig. 20: Systeme de distillation par hydrodistillation en laboratoire
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1V.4.2 Entrainement a la vapeur d’eau

100g de matériel végétal sec sont placés dans un ballon (B) qui surmontent 1’eau en
ébullition, les vapeurs; en traversant la plante font éclater les cellules et entrainer avec elles
I’huile essentielle. Aprés condensation et liquéfaction; 1’huile surmonte ’eau dans

I’ampoule de décantation (Fig.21).

Fig.21: Systéme de distillation par Entrainement a la vapeur d’eau

V.5 Calcul de rendement
Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse d huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traité [166].

RHE(%) = MHE / Ms .100

R : Rendement en extraits fixes en g /100g de matiére séche

Mue: quantité d’extrait récupérée exprimée en g;

Ms : quantité de la matiére végétale séche utilisée pour ’extraction exprimée en g.

Les huiles essentielles sont recueillies et conservées au réfrigérateur a 4°C dans des

bouteilles sombres pour les préserver de la chaleur.
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V.6 Extraction de thymol

Mode opératoire

Verser dans une ampoule a décanter 10,0ml d'huile essentielle et ajoute la quantité
nécessaire d'une solution de NaOH a 25%. Agiter énergiquement le mélange et laisser
reposer 24 heures pour la séparation complete de la phase aqueuse. Cette phase contient le
thymolate de sodium qui doit étre traité par une solution d'acide fort alors le thymol

précipite. Pour la purification du thymol obtenu est utilisée la recristallisation alcoolique.

IVV.7 Analyse de I’huile essentielle et de son thymol extrait
IV.7.1 Caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle de Thymus fontanesii

Toutes les méthodes d’analyse physiques et chimiques des huiles essentielles extraites sont

réalisées suivant la norme AFNOR [17] (ANNEXE 2).

1VV.7.2 Identification chimique de thymol extrait
Toutes les méthodes d’analyse chimiques de thymol extrait sont représentées dans la

pharmacopée européenne 4°™ édition [125] (ANNEXE 2).

1V.7.3 Analyse chromatographique d’HE et de son thymol extrait
Les analyses de la composition chimique de nos huiles essentielles et de thymol extrait ont
été réalisées par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS). Cette derniere est réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse de
type Hewlett-Packard (série HP 5980) couplé avec un spectrométre de masse (série HP
5772). Cette technique permet de déterminer simultanément le nombre de constituants de
I’essence, leurs concentrations respectives, et leurs ordres de sorties, qui renseignent sur la
volatilité, c’est a dire de leurs masses moléculaires, et de leurs polarités.
Cette analyse a été effectuée au laboratoire de chimie organique (chromatographie) au
centre de recherche et de développement (C.R.D) de SONATRACH (Boumerdes) selon
les conditions opératoires suivantes :
CPG:
Colonne capillaire 5% Phényl Méthyl Siloxane posséde les caractéristiques suivantes :

- longueur : 30m

- diametre interne : 0.25mm

- épaisseur du film : 0.25um
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Les conditions opératoires sont :

-La température de ’injecteur splitless : 250°C

-La programmation de température : de 40°C a 250°C a raison de 6°C/mn ;

-Le gaz vecteur : He a Iml/mn (vitesse linéaire moyenne = 36 cm/sec)

Spectromeétre de masse :

-Les températures de la source et du quadripdle sont fixées respectivement a 230°C et
150°C;

-L’énergie d’ionisation 70eV ;

-Gamme de masse : 35 a 400

IVV.8 Formulation des pates

Pour pouvoir réussir une mise en forme adéquate, il fallait procéder au développement
c'est-a-dire prendre un médicament a base de mémes principes actifs déja commercialisé et
d'en faire I'équivalent. Donc notre objectif est de développer deux pates antimicrobiennes,

l'une a base de I’essence de Thymus fontanesii et I'autre a base de son thymol extrait.

Mode de préparation

Les constituants sous forme de poudre sont finement pulvérisés et tamises (la bentonite, de
I'oxyde de zinc, tetraborate de sodium, acide salicylique, sulfate de cuivre). lls sont ensuite
mélangés dans un mortier en porcelaine dans lequel il est ajouté une solution de
formaldéhyde. Triturer avec la glycérine puis ajouter I'eau par petites quantités. Ajouter
ensuite goutte a goutte les huiles essentielles mentionnées tout en mélangeant jusqu’a
obtention d’un mélange homogene. Pour avoir une meilleure consistance des pates, il a été
pris différent quantités de glycérol et d’eau. Différents essais ont été réalisés pour

déterminer les quantités nécessaires des ingrédients a ajouter (tableau 8,9).

Partie Expérimentale 54



Chapitre IV

Matériel et Méthodes

Tableau 8: Essais de préparation d’une pate a base de I'HE de Thymus fontanesii

Constituants Essai 1 Essai 2. Essai 3. Essai 4
eng eng eng eng.
Glycérol 20 17 14 12
H,0 2 4 6 8
Bentonite 30 30 30 30
ZnO 25 25 25 25
Acide salicylique 3 3 3 3
TetraboratedeNa | 5 5 5 5
Formaldéhyde X X X X
CuSO, 0,5 0,5 0,5 0,5
HE de Mentha crispa | X X X X
HE de T.fontanesii X X X X
Tableau 9: Essais de préparation d’une pate a base de thymol extrait
Constituants Essai 1 Essai 2. Essai 3. Essai 4
eng eng eng eng.
Glycérol 20 17 14 12
H,0O 2 4 6 8
Bentonite 30 30 30 30
ZnO 25 25 25 25
Acide salicylique 3 3 3 3
Tetraborate de Na 5 5 5 5
Formaldéhyde X X X X
CuSO, 0,5 0,5 0,5 0,5
HE de Mentha crispa X X X X
Thymol extrait X X X X

Mettre chaque pate dans un récipient hermétique et conserver ces derniers dans un endroit

frais.

IVV.9 Contrdles du produit fini

1VV.9.1 Examen des caractéristiques macroscopiques

L'examen des caractéristiques macroscopiques constitue la premiére approche de la qualité

de la préparation et doit faire I'objet d'une étude approfondie de la part du fabriquant, afin
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de lui permettre I'observation de toute anomalie. En effet, des modifications pergues au
niveau des caractéristiques visuelles, olfactives, sont des indicateurs possibles d'une

dégradation de causes diverses (oxydations, variation de pH).

I1VV.9.2 Test de tolérance [126]

L’application, sur la peau saine ou lésée, de produits chimiques, est susceptible de
provoquer chez certains sujets des irritations d’intensité variable. Les tests de tolérance
locale cutanée ont pour but de prédire, a partir de la connaissance de la toxicité sur un

organisme animal vivant, le risque toxicologique chez I’homme.

Principe [126]

L'indice d'irritation primaire cutanée de nos produits a été déterminé chez le lapin selon la
méthode de référence publiée au Journal Officiel de la République Frangaise du 21 février
1982. Le dos de chaque animal est divisé en deux zones aprés élimination des poils. Sur
I’une des zones, le produit est appliqué directement, sur 1’autre zone, il est appliqué apres
scarification. Le produit est maintenu en contact avec la peau par un pansement pendant 24
heures. Des lectures sont faites une heure apres enlevement du pansement, et 24 a 72
heures apres 1’application du produit. Les lectures consistent a apprécier 1’érythéme et
I’;edéme selon une échelle numérique notée de 0 a 4. La détermination de 1’indice
d’irritation primaire cutanée IP se fait par 1’addition des chiffres obtenus pour 1’érythéme
et I’;edeme a chaque temps de lecture (24 et 72 heures apres 1’application) et pour chacune
des zones. Les chiffres ainsi obtenus sont additionnés, ce total est divisé par 24, la
moyenne ainsi obtenue représente 1’IP, celui-ci permet de classer le produit en quatre types

de réponses :

- Action non irritante, IP inférieur a 0.5: IP < 0.5;
- Action légérement irritante, IP compris entre 0.5 et 2: 0.5 < IP < 2;
- Action moyennement irritante, IP compris entre 2 et 5: 2< IP < 5;

- Action séverement irritante, IP compris entre 5et 8: 5 < IP < 8.
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Protocole expérimental

En premier lieu, le dos et les flancs de 6 lapins ont été tondus puis 3 scarifications
paralléles de 1'épiderme de 3cm de long espacées d’environ 0.5 cm ont été pratiquées au
niveau du flanc droit de chaque animal. Vingt-quatre heures plus tard, une quantité de
produit équivalente a 0,5 g a été appliquée sur chacun des flancs des animaux sous
pansement semi-occlusif. Chaque produit formulé a été laissé en contact avec la peau
durant 24 heures (Fig.22).

1)- Préparation de la zone traitée :
Deux flancs dorsolombaire sont tondus.

2)- Trois incisions paralléles 3)- Lapin bandé apres

seront effectuées sur un application de la pommade

flanc (traité). sur le flanc traité et le flanc
témoin.

Fig. 22: Technique de scorification, rasage et bandage des lapins.

Trente minutes apreés I'enlevement du pansement et 48 heures plus tard (soit environ 24 et
72 heures aprés l'application), l'irritation cutanée a été appréciée aux sites d'application
(scarifié et non scarifié) a l'aide d'une échelle d'évaluation numérique permettant de coter

les érythémes et la formation d'cedéme.
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L’évaluation porte sur la formation de I’érythéme et de I’cedéme qui sont notés suivant une
échelle numérique :

Tableau 10 : Evaluation de ’oedéme

Absence d’cedéme

cedeme tres léger (a peine visible)

léger cedéme (gonflement apparent)

cedéme moyen (épaisseur 1mm)

A Wl N k| O

cedéme grave (épaisseur supérieur 2 1mm)

Tableau 11 : Erythéme et formation d’escarres :

Absence d’érytheme 0

léger érythéme (a peine visible)

érytheme bien visible

érytheme modéré a important

B W N

érytheme grave (rouge pourpre)

L'indice d'irritation primaire cutanée a été déterminé en additionnant les chiffres obtenus
pour l'érythéme et l'ccdéme, & 24 et 72 heures, sur les 12 zones d'application (1 zone

scarifiée + 1 zone intacte) x 6 animaux puis en divisant le total par 24.

IP = (Oedéme + Erythémes) rianc traits +(Oedeme + Erythémes) rianc tmoin /24
Avec :
Avec :24 = nombre de lapin (6) x nombres de zones testés (traité et ttmoin = 2) x nombre

de type d’irritation (cedéme et érythéme = 2)

IVV.10 Tests microbiologiques

Les tests microbiologiques ont été réalisés au laboratoire de microbiologie du C.R.D —
SAIDAL (El-Harrach, Alger) et au Laboratoire National de Contrdle de Produits
Pharmaceutiques- Alger (LNCPP).

IV.10.1 Evaluation qualitative de Pactivité antimicrobienne

La technique que nous avons utilisée pour évaluer 1’activité antimicrobienne de nos

produits (HE, thymol extrait, pate a base de I’HE, et d'autre a base de thymol extrait) est
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I’aromatogramme ou la méthode de diffusion en milieu gélosé en utilisant des disques
stériles en cellulose (ANNEXE4).

Cette methode utilisée par certains auteurs [23,25,53,128] est la technique que nous avons
utilisée pour évaluer 1’activité inhibitrice de nos produits (HE de Thymus fontanesii, de

thymol extrait et des pates préparees).

Protocole expérimental
a- Pour les bactéries et les levures [129]

L’¢évaluation qualitative de ’activité antimicrobienne de nos produits, consiste a
estimer ’inhibition de la croissance des microorganismes (bactéries et levures) en contact
de différents produits, et ceci par la méthode de diffusion sur plague de gélose (diffusion
sur milieu gélosé) en utilisant des disques de cellulose préalablement stérilisés par lumiére
UV de 6mm de diametre. En ce qui concerne les formes semi-solide (pates formulées,
mycotine et mycocide), un volume de 0.1 mm? est déposé au centre de chaque boite a

’aide d’une seringue stérile.

Préparation de I’inoculum

La méthode de préparation des inoculums est celle préconisée par la SFM
(communiqué de 2005) qui consiste a préparer, a partir d’une culture de 18-24h pour les
bactéries et de 48h pour les levures sur le milieu gélosé, une suspension en solution saline
d’eau physiologique stérile (0.9% NaCl) a une concentration de 10’ & 10® germes/ml. Cette
suspension obtenue par la détermination de la transmittance allant de 22% a 32% pour les
bactéries et entre 2% et 3% pour les levures et cela a une longueur d'onde de 620nm

(standardisation de I’antibiogramme selon ’OMS, 1999).

Diffusion sur milieu gélosé

La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été réalisée sur le milieu Muller-
Hinton (M-H) (pour les bactéries) et Sabouraud (pour les levures). On fait fondre les deux
milieux dans un bain marie a 95°C, puis on verse simultanément et aseptiqguement une
premiére couche de chaque milieu dans une boite de Pétri a raison de 15 ml par boite avec
3 répétitions par souche. Apres refroidissement a température ambiante, on ensemence 200
ul de suspension de chaque souche par la méthode du Rateaux et on laisse solidifier sur la
paillasse. A 1’aide d’une pince stérile, on préléve un disque de cellulose préalablement

stérilisé par lumiére UV de 6mm de diamétre, et on I’imbibe d'huile essentielle pure et de
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solution alcoolique de thymol, On dépose le disque sur la surface gélosée séche des boites
de Pétri. En ce qui concerne les pates formulées et les pommades mycotine et mycocide,
un volume de 0.1 mm?® est déposé au centre de chaque boite a I’aide d’une seringue
stérile. Puis nous laissons les boites durant 20 minutes a la température ambiante pour
permettre la diffusion de 1’échantillon. Elles sont ensuite mises a I’étuve a 37°C pendant 24

heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour les levures.

b- Pour les dermatophytes [2,130,131]

L’évaluation qualitative de I’activité antifongique de 1’huile essentielle et de la
pate formulée a base d'huile essentielle de Thymus fontanesii en comparaison avec celle de
la pommade commercialisée (Terbinafine), consiste a estimer 1’inhibition de la croissance
des dermatophytes soumis au contact de nos produits, et ceci par la méthode de diffusion

sur milieu gélosé.

Préparation de ’inoculum

Les inoculums ont été préparés a partir de cultures de sept a quatorze jours sur
milieu de Borelli. La partie aérienne de chaque culture est raclée a I’aide d’une pipette
Pasteur et suspendue dans une solution saline stérile. Les suspensions obtenues sont
quantifiées a la cellule de Malassez jusqu'a I’obtention d’une densité entre 5 x 10° et 5 x

10° spores/ml pour chacune des souches testées.

Diffusion sur milieu gélosé

La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été réalisée sur le milieu Sabouraud
dextrose agar (SDA). On fait fondre ce milieu dans un bain-marie a 95°C, puis on en verse
aseptiqguement une quantité définie (20 ml) dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre.
Apres refroidissement a température ambiante, on ensemence 300 pl de suspension de
chaque souche par la méthode du Rateaux. A I’aide d’une pince stérile, on préleve un
disque de cellulose préalablement stérilisé par lumiere UV de 6mm de diametre, et on
I’imbibe d'huile essentielle pure, un seul disque est déposé au centre de chaque boite. En ce
qui concerne la pate formulée et la pommade de terbinafine, un volume de 0.1 mm? est
déposé au centre de chaque boite a 1’aide d’une seringue sans aiguille. Chaque produit a
été testé sur 3 boites ensemencées de la premiere souche fongique et 3 autres boites pour la
seconde. Une boite pour laquelle le disque est imbibé d’eau distillée est utilisée comme

témoin.
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Apres 5-7 jours d’incubation a 26°C, Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré a
I’aide d’un pied a coulisse. Le pourcentage d’inhibition de la croissance fongique est

calculé par la formule suivante : [95]

% Inhibition = ( D test / D boite de pétri ) x100 [95]

D test: diametre de la zone d'inhibition.

D controt : ~ diamétre de la boite de pétri.

1V.10.2 Evaluation quantitative de l'activité antimicrobienne de I’huile essentielle :
Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et la concentration
minimale bactéricide CMB fongicide CMF
a- Pour les bactéries et les levures [132]

L’¢évaluation quantitative de 1’activité antimicrobienne de l'huile essentielle de
Thymus fontanesii, consiste a déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI et la
concentration minimale bactéricide CMB et fongicide CMF sur des microorganismes
(bactéries et levures) soumis aux contact des huiles essentielles de thym, et ceci par la
méthode de dilution en milieu solide en utilisant des disques absorbants pour les bactéries

et les levures. La méthode utilisée est celle de la dilution en milieu solide.

Préparation d'inoculum

Par la méme maniére de diffusion sur milieu gélosé, on prépare I’inoculum pour
cette méthode. La suspension est reprise par dilutions successives dans le tampon
phosphate salin (PBS) pour I’obtention d’une densité initiale de 1’inoculum entre 10° CFU

(unités formant colonies)/mL et 10° CFU/mL pour chacune des souches testées.

Préparation de I'émulsion d'HE

La solution mére d’huile essentielle doit étre au 0.2/10 (2%). Elle a été
préparée dans M-H (pour les bactéries) et SAB (pour les levures) additionnés de tween
80 et maintenu en surfusion. Une série de dilution de chaque produit est préparée a des
concentrations allant de 2% a 0.03% pour I’HE. La réalisation des dilutions se fait
comme suite :
1 ml d’HE est dilué dans 50 ml de milieu M-H (bactéries) ou SAB (levures), maintenu

en surfusion, dans un premier flacon ce qui donne une dilution de 2% (solution mére) ;
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verser la moitié du premier flacon dans un deuxiéme flacon et ajuster avec 25 ml de
milieu pour la dilution 1% procéder de la méme maniére jusqu’a ’obtention de la
derniere dilution de 0.03%. Les mélanges de chaque dilution sont immédiatement
repartis dans deux boites de Peétri rondes (90 mm de diametre) a raison de 12.5 mm de
milieu par boite. La gamme de concentration finales ainsi obtenue correspond a 2% ;
1% ; 0.5% ; 0.25% ; 0.125% ; 0.06% ; 0.03%.

Dép6t des disques

Aprés solidification, les disques stériles en cellulose de 0.6 cm imbibés de la
suspension bactérienne ou fongique (levures) sont déposés a la surface du milieu gélosé
contenant ou pas I'HE. Chacune des boites a été ensemencée par deux a trois (2-3)
espéces différentes. Tous les essais sont réalisés deux fois Les boites de Pétri (témoins et
essais) sont mises en incubation pendant 24 heures a 37°C pour les bactéries et pendant 72
heures a 25°C pour les levures. La lecture des résultats se fait visuellement par I'observation
de la croissance ou de I’inhibition de la croissance du microorganisme antimicrobien testé par
rapport a la croissance sur une boite témoin sans extrait. La CMI est définie comme étant la
plus petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n’est visible a 1’ceil
nu. Pour les boites qui ne présentent pas de croissance, le disque de mycélium est transféré
sur un milieu gélosé M-H (bactérie) et SAB (levure) neuf pour confirmer s’il s’agit d’un
effet fongistatique ou fongicide sur les levures et d’un effet bactériostatique ou bactéricide
sur les bactéries. la CMB et la CMF ont été définies comme étant les plus faibles
concentrations de 1’agent pour lesquelles il y a absence totale de colonies en comparaison
avec les témoins apres 24H de culture a 37°C pour les bactéries et 72 H d’incubation a

25°C pour les levures.

b- Pour les dermatophytes [2,130,131]

L’évaluation quantitative de D’activité antifongique de 1’huile essentielle de
Thymus fontanesii, consiste a déterminer la CMI (Concentration minimale inhibitrice) et la
CMF (Concentration minimale fongicide) de celle-ci sur les deux souches testées. Pour
cela, deux méthodes de macrodilution différentes ont été utilisées ; I’une en milieu solide
et I’autre en milieu liquide.

Préparation de I’inoculum

Les inoculums ont été preparés a partir de cultures de sept a quatorze jours sur

milieu de Borelli. La partie aérienne de chaque culture est suspendue dans une solution
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saline stérile. Les suspensions obtenues sont quantifiées a la cellule de Malassez jusqu'a
’obtention d’une densité entre 5 x 10° et 5 x 10° spores/ml pour chacune des souches

testées.

Préparation de I'émulsion d'HE

Les huiles essentielles ont été utilisées sous forme d’émulsions pour pouvoir
étre manipulées comme des solutions. Une solution stérile d’agar-agar a 0,2 % a été
choisie comme agent émulsionnant du fait qu’elle soit dépourvue de toute influence sur
I’activité des huiles essentielles. A partir d’une solution mére d’huile essentielle diluée au
1/10, une série de dilutions allant de 20% (V/V) a 0.01% sériées a raison de 2 et préparées

extemporanément avec une solution d'agar-agar a 0.2%.

Méthode de macrodilution en milieu solide [2,130,131]

A partir de tubes contenant des concentrations différentes d’huile essentielle,
nous prélevons 2 mL que 1’on rajoute aseptiquement & 18 mL du milieu Sabouraud
dextrose agar (SDA) préalablement fondu et refroidi a la température de 45°C. Les
tubes sont agités manuellement puis le contenu est coulé dans des boites de Pétri. Une
boite de pétri contenant 20 ml du milieu SDA sans HE est utilisée comme témoin. Les
concentrations d’huile essentielle (V/V) obtenues avant et aprés mélange avec le milieu

SDA sont résumées dans le tableau 12.

Tableau 12 : Concentrations en huile essentielle (% V/V) obtenue avant et aprés
mélange avec le milieu SDA

Numérodutube | ORI 1 HE B Caneeiraton o HEap
(% VIV) (% VIV)
1 20 2
2 10 1
3 5 0.5
4 2.5 0.25
5 1.25 0.125
6 0.62 0.062
7 0.31 0.031
8 0.15 0.015
9 0.05 0.005
10 0.025 0.0025
11 0.01 0.001
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L’inoculation des souches fongiques a été faite par deux méthodes :
Inoculation par la méthode des puits [2,131]

A I’aide d’une pipette Pasteur préalablement chauffée, on réalise des puits a la
surface du milieu gélosé contenant ou pas I’HE. 50 pl de la suspension fongique de
chaque souche est déposée aseptiquement dans ces puits. Les boites de Pétri (témoins et
essais) sont mises en incubation pendant 5-7 jours a 26°C. La CMI est définie comme étant
la plus petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n’est visible a 1’ceil

nu.

Inoculation par la méthode des disques [2,130,131]

Des disques stériles de cellulose de 0.6 cm de diamétre imbibés de la
suspension fongique sont déposés a la surface du milieu gélosé contenant ou pas I'HE.
Les boites de Pétri (témoins et essais) sont mises en incubation pendant 5-7 jours a 26°C.
La CMI est définie comme étant la plus petite concentration du produit pour laquelle
aucune croissance n’est visible a I’ceil nu.

Au 7°™ jour, les disques des boites ne présentant pas de croissance visible sont transférés
dans un milieu gélosé (SDA) neuf pour confirmer s’il s’agit d’un effet fongistatique ou
fongicide sur les dermatophytes testés. La CMF est definie comme étant la plus faible
concentration du produit pour laquelle il y a absence totale de colonies aprés 5-7 jours de

culture a 26°C.

Méthode de macrodilution en milieu liquide [2,130,131]

Les mémes dilutions préparées pour la méthode en milieu solide sont ajoutees
a raison de 0,5 mL dans des tubes contenant 4 mL du milieu Sabouraud dextrose
liquide (SDL) préalablement ensemencé avec 0,5 mL de la suspension fongique.
Apres une durée d’incubation de 5-7 jours a 26°C, la lecture des résultats a permis de
déterminer la CMI pour laquelle on n'observe pas de pousse visible a 1’ceil nu (trouble).
Au 7°™ jour d’incubation, une goutte de chaque tube ne présentant pas de pousse
visible est réensemencée dans un bouillon vierge de SDL et parallelement sur une
gélose de SDA. La CMF est définie comme étant la plus faible concentration du produit

pour laquelle il y a absence totale de colonies aprées 5-7 jours d’incubation a 26°C.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

V.1 Extraction des huiles essentielles

V.1.1 Résultats d’extraction par hydrodistillation

Le rendement en huile essentielle est exprimé par la quantité d’huile (en ml) obtenue pour
100g de matiere vegetale seche.

V.1.1.1 Influence du temps d’extraction sur le rendement en huile essentielle du
Thymus fontanesii

La cinétique de I’extraction par hydrodistillation de 1’huile essentielle du thym a éteé
effectuée a différentes périodes de récolte. La détermination de 1I’évolution du rendement

de I’huile essentielle du thym en fonction du temps est illustrée dans la Fig.23.

4,2
3,9 1
3,6 1 =
3,3 1

Rendement (%)

2,7

2,4 - —— ot 1l
2,1 —=—|ot 2

—— |ot3

1,8 1

Fig. 23 : Cinétique d’hydrodistillation de I’huile essentielle du Thymus fontanesii a
différentes périodes de récolte

En se basant sur la Fig.23, il est constaté que l'allure générale des trois courbes est
croissante et qu’elle tend vers un palier au bout de 90 minutes.

En effet, le rendement augmente rapidement durant les soixante premiéres minutes ou plus
de 92%, 86% et 85% de I’huile sont extraites respectivement pour le lot 3, 2 et 1, son
évolution devient plus lente par la suite pour atteindre un rendement égal a 3.4%, 3.6%,
3.9% respectivement pour le thym récolté au mois de mars, mai et juillet apres 90 minutes
d’extraction et au-dela de quatre-vingt -dix minutes, un palier qui souligne un

décroissement de la vitesse d’extraction remarqué.
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La Fig. 24 présente en histogramme montrant la variation de la teneur relative de I’huile

essentielle en fonction de la date de cueillette du thym.

Fig.24 : Variation des teneurs relatives de I’huile essentielle en fonction de la date de

cueillette du Thymus Fontanes

Il est observé des rendements d’extraction variant considérablement suivant les différents
échantillons. Il faut noter que les meilleurs rendements sont obtenus durant la période de
floraison (mai — juillet). Le rendement le plus élevé en feuilles est obtenu a la récolte au
mois de juillet avec 3.9%. Les récoltes précoces du mois de mars sont caractérisées par de
faibles rendements en feuilles (3.4%) par rapport aux autres récoltes, dont les rendements
sont dus au fait que la culture nait pas suffisamment accompli son cycle pour extérioriser
son potentiel. (Ceci peut étre attribué a la sénescence des feuilles récoltées au mois de
mars correspondant a la période végétative début floraison).

Les vitesses instantanées d’extraction de I’huile essentielle du thym sont calculées a partir
des rendements instantanés en huile essentielle notés toutes lesl5 minute. La Fig. 25
illustre une forte diminution de la vitesse durant les 60 premiéres minutes, ce qui se traduit
par un entrainement massif de I’huile essentielle ou, plus de 92%, 86% et 85% de I’huile
sont récupérées respectivement pour le lot 3, lot 2 et lot 1. Puis a partir de 90min on
remarque un affaiblissement de la vitesse, cela signifie qu’il n y a plus d’huile a extraire et

que I’on peut arréter 1I’extraction.
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Fig.25 : Evolution de la vitesse d’extraction en fonction de la durée d’extraction de
I’HE du thym.

De ce fait il faut dire que le plus fort taux de I’huile essentielle est extrait lors des 90
premiéres minutes de traitement, et il ne serait économiquement pas avantageux de
prolonger P’extraction au-dela d’une heure et demie. Ceci pour éviter également la

naissance des réactions secondaires (hydrolyse, isomérisation etc..).

V.1.1.2 Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus fontanesii

L’identification des composants de [I’huile essentielle réalisée a 1’aide d’un
chromatographe en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (CPG-SM). Les
résultats de notre étude sur la composition chimique de I’huile essentielle en fonction de la
date de cueillette apparaissent au tableau 13 (voir chromatogrammes 1,2,3 ANNEXE 3)
et aux Fig. 26,27. Le tableau 14 rassemble les données expérimentales a savoir le temps de

rétention, les noms et les pourcentages (> 0.01%), des différents composants identifiés.
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Tableau 13 : Composition relative de I’huile essentielle de Thymus fontanesii

Composants Temps de Lotl (%) | Lot2 (%) | Lot3 (%)
rétention

Ocimene 5.17 - 0.279 -
Gamma-terpinene 5.46 1.173 20.85 7.376
Z-beta —terpineol 5.57 - - 0.276
Terpinolene 5.99 - 0.279 0.284
Linalool 6.34 4.86 5.669 6.079
Trans pinocarveol 6.96 - - 0.524
Bornéol 7.58 - 0.529 1.085
4-terpineol 7.83 - 1.211 2.291
Alpha-terpineol 8.68 - - 0.416
Trans-dihydrocarvone 8.86 - 0.187 0.292
Carvone 9.01 - - 0.129
Thymol-methyl-ether 9.14 - 0.197 0.082
Thymoquinone 9.84 - - 0.303
P-Cymeéne 10.10 - 0.712 0.889
Thymol 10.63 77.723 33.60 63.456
Carvacrol 10.69 13.278 27.173 -
Copaene 11.57 - 0.265 -
Beta-bourbonene 11.60 - 0.156 0.274
Alpha-gurjunene 12.01 0.930 - -
Cyperene 12.13 - 1.122 0.725
Beta-caryophyllene 12.31 2.033 2.348 2.168
Allo-aromadendrene 12.63 - 0.358 0.130
4-tert-butylcatechol 12.77 - 0.700 2.392
Ledene 13.54 - 0.513 0.494
Beta-bisabolene 13.76 - 0.650 0.300
Gamma-cadinene 13.85 - 0.328 0.277
Beta-cadinene 13.99 - 0.725 0.574
Delta-cadinene 14.31 - 0.263 0.206
Phenol,4-methoxy2,3,6- 14.53 - 0.121 1.142
trimethyl 14.89 - 0.504 1.292
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Spathulenol 15.78 - 0.163 0.390
Tau-cadinol 16.04 - - 0.296
Juniper camphor 19.35 - 0.333 0.087
Naphtalene 22.17 - 0.207 0.982
Tertinoin

Total 99.997% | 99.442% 95.211%

- : composeé non identifie

Il apparait ainsi une influence du cycle végétatif, non seulement sur le rendement en HE,
mais aussi sur le profil chimique de celle-ci. L’analyse des trois échantillons par CPG/SM
a permis d’identifier 27 composés représentant 99.442% et 30 composés représentant
95.211% de la composition chimique globale de I'HE de I'échantillon (2) et (3) rassemblés
au mois de mai et juillet et qui correspondent respectivement a la période de pleine
floraison et de fin floraison. Tandis que ceux rassemblés au mois de mars pendant I'étape
végétative début floraison, nous ont permis d'identifier 6 composés représentant 99.997%
de I'HE totale (tableau 13).

Le thymol (33.6-77.72%) est toujours le composé majoritaire. Son isomére, le carvacrol, a
été présenté avec une teneur appréciable 13,27% et 27,17% respectivement dans I'HE (1) et
(2) mais n'a pas été identifié dans I'HE (3). Mise a part ce phénol monotepénique, nous
retrouvons globalement les mémes constituants majoritaires dans I'échantillons (2) et (3)
mais avec des teneurs différentes: le y-terpinene (7.37-20,85%), le linalool (5.66-6.08%),
le bornéol (0.52-1.085%), le 4-terpineol (1.21-2.29%), p-cyméne (0.71-0.889%).
L'échantillon (2), possede une composition riche en vy-Terpinene (20,85%) contre
seulement 1.173% dans (1).

La variation des composés sésquiterpéniques démontre bien I’importance du PB-
Caryophyllene (2.03-2.348%). le a-gurjunene (0.93%) est présent avec une teneur
appreciable dans I'echantillon (1). Par contre, le p-Cadinene (0.725%) et cyperene (1.12%)
sont plus important dans I'échantillon (2), tandis que le 4-tert-butylcatechol (2.392%) est
plus important dans I'échantillon (3) (Fig. 26).

Donc, il faut noter que I’huile essentielle de notre espéce de thym a chémotype thymol.
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Fig. 26 : Evolution temporelle de la proportion des composés majoritaires de I’huile
essentielle en fonction de la date de cueillette du Thymus fontanesii

Il faut noter une forte prédominance de la fraction monoterpénique (le thymol, le carvacrol,
le y-terpinene, le linalool, le bornéol, le 4-terpineo, p-cymene, etc...) par rapport a la
fraction sesquiterpénique (B—Caryophyllene, le a-gurjunene, le p-Cadinene, cyperene, le
4-tert-butylcatechol, etc...).

La Fig.27 présente en histogramme la variation de la composition chimique par famille de

COMpPOSES.
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Fig.27 : Variation des teneurs relatives des principales classes chimiques de I’huile
essentielle en fonction de la date de cueillette de Thymus fontanesii
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D'apres la Fig.27 il est constaté que la fraction monoterpénique est ultra majoritaire dans
les trois échantillons. Parmi ces monoterpénes, il est remarqué que celles phénoliques
(thymol, carvacrol) sont les constituants prédominants durant les trois périodes de récolte,
représentant plus de 91% du mélange dans I'HE (1), elle est en effet nettement plus
importante par rapport a celle extraite en mai et en juillet (respectivement 60.77% et
63.45%). Tandis que celles non phénoliques représentent plus de 29.90% de la
composition d'HE (2) et 20.026% dans I'échantillon (3). Par contre, dans celle extraite en
mars ne représente que 6.033%.

Dans I’échantillon (2) et (3), la fraction sesquiterpénique est constituée par une vingtaine
de composés (B—Caryophyllene, le a-gurjunene, le B-Cadinene, cyperene, le 4-tert-
butylcatechol, par exemple), mais représente moins del2% environ de la composition de
I'HE (2) et (3). Il est noté également la présence de certains composés sesquiterpéniques en
faible proportion dans I'échantillon (1) ou la fraction sesquiterpénique représente moins de
3% du mélange.

Nous avons comparé la composition chimique de notre huile essentielle récoltée au mois
de mars avec celle de Thymus fontanesii provenant d’autres régions d’Algérie extraite par
hydrodistillation. La comparaison a porté sur la teneur en composés majoritaires (tableau
14).

Tableau 14 : Comparaison des teneurs relatives de quelques composés de I’huile
essentielle du genre Thymus fontanesii.

Teneurs relatives Teneurs relatives Teneurs
(%) (%) relatives (%)
Composés/régions 1 2 3
Thymol 29.3 67.8 77.72
carvacrol - - 13.27
y-terpinene 21.7 15.9 1.173
p-cymene 15.9 13 -
linalool 4.8 - 4.86
p—Caryophyllene 2.9 - 2.033

1 : Thymus fontanesii de la région de Djelfa [133] ;
2 : Thymus fontanesii de la région de Sétif [134] ;

3 : Thymus fontanesii de la région de Lakdharia (échantillon étudié).
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Il faut noter une forte prédominance de la fraction monoterpénique (Thymol, carvacrol, y-
terpinene, p-cymene, linalool) par rapport a la fraction sesquiterpénique (p—Caryophyllene
...) dans tous les échantillons présentés dans le tableau 14.

Si I’on compare maintenant, la composition chimique de notre échantillon a celles décrites
par Dob et al. [133] et par Ghannadi et coll [134] pour deux huiles essentielles de Thymus
fontanesii originaires de I'Algérie, on constate que le thymol reste toujours le constituant
principal de I’huile essentielle mais a une plus forte proportion (77.72% contre 29.3 et
67.8%). Cependant, il existe une différence importante en ce qui concerne certains
composés. En effet, le carvacrol (13.27%), qui a été identifié dans notre échantillon, n'est
pas décrit dans les échantillons précédents. Par ailleurs, ces deux échantillons présentent
des teneurs appréciables en y-terpinene (15.9-21.7%) et p-cymene (13-15.9%), ce dernier
n’a pas ¢ét¢ identifi¢ dans notre huile essentielle, tandis que le linalool et le B—
caryophyllene sont présents a des teneurs comparables a celles de I’échantillon (1). On
serait donc en présence de trois compositions chimiques relativement différentes résultant
de différents facteurs intervenant lors de la culture de la plante notamment les facteurs
climatiques (chaleur, froid, stress hydrique....) [135].

Les résultats de cette étude ont montré que I’huile essentielle extraite a partir des
échantillons collectés a Lakhdaria, est relativement plus riche en composés phénoliques, et

plus active que celles des autres provenances.

V.1.1.3 Caractéres organoleptiques et indices physico-chimiques

L’huile essentielle de Thymus fontanesii obtenue par hydrodistillation a 1’aspect d’un
liquide visqueux, limpide de couleur variant du jaunatre au rougeéatre selon la période de
récolte. La couleur est fortement influencée par le mélange complexe de composés volatils
[139]. Son odeur caractéristique est agréablement parfumée de thymol.

Les moyennes des autres paramétres mesurés sont reprises dans le tableau 15 ci-dessous et
comparées a des références données par les normes AFNOR [17].

Tableau 15 : Indices physico-chimiques de I’huile essentielle de Thymus fontanesii

Critéres Echantillons Référence Conformité
(AFNOR, 1996)
Densité relative a 20°C 0.925 0.915-0.935 Oui
Indice de réfraction a 20°C IR 1.5015 1.4900-1.5040 Oui
Pouvoir rotatoire a 20°C PR 0° -3°-0° Oui
Indice d’acide IA 4.2 41-5.1 Oui
Indice d’ester IE 51.825 49.5-52.55 Oui
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Les résultats indiquent que les paramétres physico-chimiques des échantillons analysés se
retrouvent dans les fourchettes de références établies par les normes. Les parametres
physico-chimiques différent suivant I’origine de I’huile essentielle de thym. Ainsi, une
huile de France n’aura pas les mémes valeurs de paramétres qu’une huile d’Algérie, du
Turque, de 1'Espagne, ... Les valeurs données dans le tableau 16, sont celles concernant
explicitement le Thymus fontanesii de Lakhdaria. Tous ces parametres étant influencés par
les conditions édaphiques et climatiques ainsi que les conditions de cultures des plantes, il
est logique que leurs valeurs différent d’un endroit a 1’autre du globe [140]. Cela fait partie
de la complexité de la notion de chémotype.

V.1.1.4 Discussion

Les variations du rendement et de la composition chimique de I'HE de thym ont
été aussi étudiées puis publiées par de nombreux auteurs s'accordant ou non sur les
résultats obtenus.

Les résultats obtenus montrent que le meilleur rendement en HE de Thymus
fontanesii a été obtenu a la fin de la floraison (juillet- aolt) de la plante. Ces résultats
corroborent ceux de Hudaib et coll (2002) [136] qui trouvent que le plus haut rendement
en HE de Thymus vulgaris (1.2%) est obtenu avant la fin de la floraison au mois
juillet/aolt. Tandis que OZGuven et Tansi (1998); Badi et al.(2004) [41,137] ont trouvé
que le plus haut rendement en HE de Thymus vulgaris est obtenu pendant I'étape de pleine
floraison. De méme, Nejad et al. (2008) [60] ont prouvé que le rendement en HE de
Thymus caramanicus (w/w%) durant les différentes étapes de croissance était de I'ordre:
pleine floraison (2.8%)> début floraison (2.5%)> mis a graine (2.1%)> végétative (1.8%).
Par ailleurs, la variation dans le rendement peut étre attribuée non seulement a I’origine de
la plante, a la technique d’extraction utilisée mais également a la période de la cueillette de

la matiére végetale [36,71].

Il apparait ainsi une influence du cycle végétatif, non seulement sur le rendement
en HE, mais aussi sur le profil chimique de celle-ci. Les résultats obtenus montrent que
I'HE de thym extraite a partir d'échantillons collectés au mois de mai-juillet correspondant
respectivement a I'étape de pleine et fin de floraison était relativement plus riche en
composés que celle extraite au mois de mars durant le stade végétatif correspondant au

début de floraison. Les huiles essentielles analysées sont caractérisées par une importante
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fraction monoterpénique et par la prédominance de composés phénoliques (63.45-90.99%)
: thymol (33.6-77.72%), le carvacrol (13,27-27.17%). Des résultats similaires ont été
prouvés par Bounatirou et coll (2007) [70] sur I'HE de Thymus capitatus qui montrent
que la composition chimique est dominée par les monoterpenes et la plus forte proportion
de carvacrol (74%) a été obtenue en pleine floraison. Mémes résultats ont été obtenus par
Nejad et al. (2008) [60] sur I'HE de Thymus caramanicus. Tandis que Naghidi et al.
(2004) [41] ont montré que le meilleur rendement d'HE de Thymus vulgaris et de thymol
est obtenu au début de la floraison de la plante. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Shalby et Rezin (1992) [41]. MaGimpsey et al. (1994) [41] ont montré que
la variation saisonniére a un effet considérable sur le rendement et la composition
d'essence de thym. Ils ont trouvé que le rendement et le contenu en phénol ont atteint un
maximum a la fin de la période de floraison de la plante. Par contre, OZGuiven et Tansi
(1998) [137] ont trouvé que le plus haut rendement en HE et en thymol de Thymus
vulgaris a été obtenu pendant I'étape de pleine floraison, tandis que le contenu maximal du
carvacrol a été observé a la fin de floraison. Ainsi, Piccaglia et Maroti (2004) [138] ont
trouvé que la teneur en phénol dans I’huile essentielle de thym grandi en Italie du nord, pendant

I’étape de pleine floraison est variable d’une année a I’autre.

Les résultats obtenus montrent que la teneur la plus élevée en monoterpéne
phénolique (thymol, carvacrol) est obtenue lors de la récolte du mois du mars (début de la
floraison) avec 91% (77.72% de thymol et 13.27% de carvacrol) contre 60.77% , 63.45%
pour les récoltes de mai et de juillet respectivement. Tandis que pour ces précurseurs (p-
cymeéne, y-terpenene), les teneurs les plus élevées sont obtenues lors de la récolte du mois
de mai avec 20.85% contre seulement 1.173% pour la récolte de mars. En effet, quand la
teneur de l'un de ces éléments (monoterpenes phénolique et ces précurseurs) augmente
dans I'HE de thym, la teneur de l'autre diminue automatiquement. Ceci peut s’expliquer par
la bioconversion simultanée du y-terpenéne, p-cyméne en thymol et en son isomere, le
carvacrol [70,136,138] (Fig. 28).
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i -

Fig.28: Biosynthese thymol a partir y-terpinéne [75]

V.1.2 Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’ecau est réalisé sur les feuilles desséchées de Thymus
fontanesii récoltées au mois de mars pendant la période végétative — début de la floraison
de la plante, placées dans un dispositif a 1’échelle laboratoire représenté sur la Fig. 21.

V.1.2.1 Etude cinétique

La variation du rendement en huile essentielle extraite par entrainement a la vapeur d’eau

est représentée sur la Fig.29.
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Fig. 29: Evolution du rendement de I’huile essentielle du Thymus fontanesii extraite
par entrainement a la vapeur en fonction du temps

Il est remarqué que le rendement augmente progressivement durant les soixante quinze
premicres minutes, ou plus de 90% de I’huile sont extraits, son évolution devient plus lente

par la suite. De ce fait, il faut dire que le maximum de I’huile essentielle est extrait lors des
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deux premicres heures de traitement. Dans ce cas, nous pouvons conclure qu’il serait

économiquement plus rentable de fixer la durée d’extraction a 120 minutes.

V.1.2.2 Caractéristiques organoleptiques et indices physico-chimiques de 1’huile
essentielle de Thymus fontanesii

Les résultats des analyses physico-chimiques sont portés dans le tableau 16 ci-dessous et
compares a la référence provenant des normes AFNOR [17].

Tableau 16 : Caractéres organoleptiques et les propriétés physico-chimiques de
I’huile essentielle de Thymus fontanesii

Critéeres Echantillons Référence Conformité
(AFNOR, 1996)
Densité relative a 20°C 0.928 0.915-0.935 Oui
Indice de réfraction a 20°C IR 1.5015 1.490-1.5040 Oui
Pouvoir rotatoire a 20°C PR 0° -3°-0° Oui
Indice d’acide IA 51 41-5.2 Oui
Indice d’ester IE 50.765 49.5-52.55 Oui

Il est remarqué que les moyennes des paramétres de 1’échantillon entrent parfaitement dans

les fourchettes établies par les normes.

V.1.2.3 Composition chimique des huiles essentielles

Le tableau 17 présente les principaux composes identifiés (voir chromatogramme 4
ANNEXE 3). L’¢étude est surtout axée sur les composés volatils de teneur supérieure ou
égale a 0.1%.

Tableau 17 : Composition relative de I’huile essentielle de Thymus fontanesii récoltées
au mois de mars extraite par Entrainement a la vapeur d’eau

Composants Temps de | Teneurs relatives (%0)
rétention
gamma-terpinene 5.33 1.233
Thymol 9.420 44317
Carvacrol 9.520 34.983
Copaene 10.620 0.741
Beta-Caryophyllene 11.31 2.635
Alpha-gurjunene 11.520 4.577
Cyperene 11.63 0.528
Allo-Aromadendrene 11.91 0.885

Partie Expérimentale 76



Chapitre V Résultats et Discussions

4-tert-butylcatechol 12.13 0.630
Muurolene 12.730 0.899
Gamma-Cadinene 12.790 0.561
Ledene 13.10 1.027
Beta-Bisabolene 13.46 2.541
Beta-Cadinene 13.71 2.057
Alpha-humulene 14.13 0.756
Phenol,4-methoxy-2,3,6trimethyl 14.48 0.596
Naphtalene 21.13 0.613
TOTAL 99.579%

L’analyse de I’huile essentielle par CPG/SM, nous a permis d’identifier 17 composés
représentant 99.579% de la composition chimique tels que le thymol, le carvacrol, 1I’y-
terpinene,f-caryophyllene, le a-gurjunene, le B-bisabolene et le B-cadinene. Le thymol est
toujours le composé majoritaire avec un taux de 44,33%, suivi du carvacrol (34.98%).

Il faut noter une forte prédominance de la fraction sesquiterpénique représentant plus de
19% (B-caryophyllene (2.635%), le a-gurjunene (4.577%), le B-bisabolene (2.541%) et le
B-cadinene (2.057%)., etc...) par rapport a la fraction monoterpénique non phénolique
évaluée a moins de 2% (y-terpinene (1.223%)) du mélange (Fig.30). Il est remarque
également que la fraction monoterpénique phénolique (thymol, carvacrol) représente
79.30% de la composition chimique globale.

| monoterpénes non phénoliques M monoterpénes phénoliques  sesquiterpenes |

Fig. 30: Composition relative de I’huile essentielle de Thymus fontanesii extraite par
entrainement a la vapeur d’eau.
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De plus, I'¢tude de la composition chimique de I’huile essentielle provenant de notre
espeéce comparée a celles d’autres huiles provenant de diverses régions d’Algérie extraite

par entrainement a la vapeur d’eau a abouti aux résultats présentés dans le tableau 18

Tableau 18 : comparaison des teneurs relatives des composée majoritaires de 1’huile

essentielle du Thymus fontanesii avec d’autres variétés du thym en Algérie

Teneurs relatives
Composés / régions (%)
1 2 3
Thymol 60.80 25.40 44.33
carvacrol 05.07 11.30 34.983
y-terpinene 07.60 - 1.223
p-cymene 10.32 26.2 -
linalool 8.00 2.7 -
p-Caryophyllene - 2.33 2.63
B-Bisabolene - 0.72 2.54
p-Cadinene 2.84 - 2.06

1 : Thymus numidicus de la région de Berrahal [95] ;
2 : Thymus vulgaris de la région Est de Souk-Aras [95] ;

3 : Thymus fontanesii de la région de Lakdharia (échantillon étudié).

Par ailleurs la comparaison de nos résultats avec les travaux de Haddaf et al.
(2004) [95], sur I'huile essentielle de Thymus numidicus de la région de Berrahal et de
Thymus vulgaris de la région Est de Souk-Ahras (tableau 18), nous a permis de déduire
que I'huile essentielle de Thymus numidicus présentait le méme composé majoritaire que
celui de notre échantillon, a savoir le thymol mais & une plus forte proportion (60,8%
contre 44,33%), en revanche, I'huile essentielle de Thymus vulgaris est de type chimique a
p-cymene (26,2%). Par ailleurs, la teneur en carvacrol est nettement plus forte dans notre
échantillon (34.983% contre 11.3% dans I'échantillon (2) et 5.07% dans (1)). Cependant, il
existe une différence importante concernant certains composés. En effet, y-terpinene
(1.233%) et B-cadinene (2.057%), qui ont été identifiés dans notre echantillon, ne sont pas
décrits dans I'échantillon (2).

Il faut noter également que notre extrait renferme la plus grande teneur en

composés phénoliques (thymol et carvacrol), elle présente 79.30% de la totalité d’huile
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extraite. L’échantillon (1), posséde une composition riche en p-cymene (10.32%) et
linalool (8.00%) qui n’ont pas été identifiées dans notre huile essentielle. Alors que pour le
B-caryophyllene elle est comparable a celle de 1’échantillon (2). Quant a la teneur en f-
bisabolene et B-cadinene, elle est différente des autres échantillons (1) et (2).

Cette différence peut étre attribuée aux conditions climatiques et géographiques qui
changent d’une région a une autre, et a la période de la cueillette [15,36,37,38]. A titre
d’exemple, la matiére végétale utilisée lors de cette étude a été cueillie au mois de mars
(2007) alors que celle étudiée a Souk -Ahras (Thymus vulgaris) en juin (2002).

Il est constaté que notre espéce est plus avantageuse du point de vue pharmaceutique par

rapport aux autres espéces algériennes

V.1.2.4 Influence du temps d’extraction sur la composition de I’huile essentielle de T.
fontanesii

Dans le but de déterminer la variation de la composition de I'HE de Thymus fontanesii
durant I'extraction, il est procédé a l'analyse des différentes fractions obtenues par
entrainement a la vapeur d’eau en fonction du temps dont les résultats sont détaillés dans le

tableau 19 (voir chromatogrammes 5,6,7,8: ANNEXE 3) et représentés dans la Fig.31.

Tableau 19 : Teneurs relatives des constituants majoritaires de I’huile essentielle de
Thmyus fontanesii en fonction du temps

Teneuses relatives des différentes classes chimiques (%)

AR Monoterpene non Monoterpene phenoliques Sesquiterpenes
(min) phenoliques
p-cymene 0.461% Copaene 1.357%
y-terpionene 8.290% Thymol 72.145% Cyperne 2.668%
bornéol 0.896% Carvacrol 0.938% Junipen 4.506%
4-terpineol 0.840% B-Caryophyllene 2.668%
15 linalool 0.277% a-Gurjunene -
y-muurolene 1.399%
y-cadinene 0.831%
[-Bisabolene 1.194%
B-Cadinene 0.666%
Total: 10.764% Total: 73.083% Total: 15.289%
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Copaene 0.665%
p-cymene - Cyperne 0.231%
y-terpionene 0.681% Junipen -
linalool - Thymol 78.154% B-Caryophyllene 2.237%
bornéol 0.809% 0 a-Gurjunene  3.936%
4-terpineol 0.293% Carvacrol - 1.132% y-muurolene 1.266%
30 y-cadinene -
[-Bisabolene 2.065%
- 1 0,
Total - 79.286% B-Cadinene 1.661%
. 0
Total : 1.783% Total: 12.061
Copaene 0.640%
p-cymene - Cyperne -
y-terpionene - Junipen -
linalool - Thymol 83.329% B-Caryophyllene 2.161%
bornéol 0.860% 0 o-Gurjunene  3.858%
e 4-terpineol - Carvacrol - 1.260% muurolene 1.075%
B-Bisabolene 1.968%
B-Cadinene 1.705%
- 0,
Total : 0.860% Total : 84.589% Total : 11.407%
p-cymeéne - Copaene -
y-terpionene - 0 Cyperne -
linalool i Thymol 89.843% B-Caryophyllene 1.900%
90-120 | bornéol - Carvacrol 1.150% a-Gurjunene 3.634%
4-terpineol - muurolene -
B-Bisabolene 1.862%
B-Cadinene 1.611%
Total : 0.0% Total : 90.993% Total : 9.007%

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de TF est principalement
constituée de monoterpéniques et sesquiterpéniques et la récupération de ces composants
est faite selon I’ordre croissant de leur température d’ébullition.

L'étude des différentes fractions de Thymus fontanesii nous a permis de mettre en
évidence une évolution dans sa composition chimique durant I'extraction. Il est observé
donc: Une nette diminution de la concentration des hydrocarbures monoterpénes qui passe
de 10.764% pour la fraction F1 a 0% pour la fraction F;. En effet, le p-cymeéne est récupére
en premier temps suivi du y-terpinéne, linalool, bornéol, 4-terpineol. Ces composes
atteignent leur teneur maximale (0.461%, 8.290%, 0.277%,0.896%, 0.840%) au bout de

quinze minutes d’extraction pour diminuer par la suite. Cela peut s’expliquer par la tres
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grande volatilité de ces composés qui sont récupérés des les premiéres minutes de
I’extraction.

Les composés sesquiterpéniques, de température d’ébullition plus élevée,
apparaissent les premiers dans le distillat. Il est remarqué aussi une diminution de la
concentration des sesquiterpénes oxygénés et hydrocarbonés au cours de I'extraction d'ou
le copaene, le cyperene, le muurolene et le junipen sont présents avec une teneur maximale
(1.357%,2.668%,1.399%, 4.506% respectivement) aprés quinze minute de traitement pour
diminuer par la suite , tandis que des composés tels que le p-caryophyllene (2.237%), de
a-gurjunene (3.936%) ne commencent a apparaitre qu'a partir de 30 min et d'autres
composés comme le B-cadinene sont présents dans la troisieme fraction F3 aprés la 60 min
d'extraction avec une teneur maximale (1.705%). Ceci peut étre expliqué par le fait que les
composés sesquiterpéniques sont moins volatils que les monoterpénes car ils sont
constitués de trois molécules isopreniques et non pas de deux.

Les composés majoritaires dans toutes les fractions du temps sont des
monoterpenes phéenoliques (thymol, carvacrol), leurs teneurs augmentent pour atteindre
(90.99%) dans la fraction récupérée aprés 75 minutes d’extraction, ce qui ne veut pas dire
que ces composés sont moins volatils que les précédents, mais cela peut s'expliquer par
I'augmentation de la concentration du thymol (de 72.14% a 89.84%).

Donc, il faut conclure que la majeure partie des composés volatils est extraite durant les 75
premieres minutes d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau.
L’évolution de la concentration des composés majoritaires de 1’huile essentielle du Thymus

fontanesii durant I'extraction en fonction du temps est illustrée par la Fig. 31.
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temps (min)

@ p-cyméne B y-terpinene O linalool 0O bornéol
W 4-terpineol @ thymol W carvacrol O copaene
W cyperene @ junipen O B-caryophyllene O o-gurjunene
B y-muurolene B y-cadinene B B-Bisabolene B B-cadinene

Fig. 31: Evolution temporelle de la teneur des composés majoritaires de I’huile
essentielle du Thymus fontanesii
La Fig. 32 présente en histogramme la variation de la composition chimique par famille de

COMpPOSES.
teneur relative
(%) 100-
80
60 -
40 1
20+

@ monoterpénes phénoliques

@ monoterpénes non phénoliques @ sesquiterpénes

Fig.32 : variation des teneurs relatives des principales classes chimiques de I’huile
essentielle au cours de ’entrainement a la vapeur du thym

Les histogrammes de la Fig.32 montrent que la proportion des composés
monoterpenes phénoliques (thymol, carvacrol) reste globalement majoritaire pour toutes
les fractions récupérees. Ainsi, elle augmente graduellement au cours de I’extraction pour
atteindre 90,993% en fin d’extraction.

Il est remarqué que la teneur en sesquiterpénes est plus importante dans toutes les fractions

par rapport & celle des monoterpénes non phénoliques, elle atteint 10.764% aprés 15
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minutes de traitement, quant aux sesquiterpénes, ils atteignent 15.289% puis diminuent

pour atteindre 9% en fin d’extraction

V.1.3 Etude comparative
Il est réalisé une étude comparative entre le procédé d’extraction par hydrodistillation et
par entralnement a la vapeur d’eau sur le rendement et la composition chimique des huiles

essentielles obtenues ainsi que leurs caractéristiques.

V.1.3.1 Etude cinétique : Suivi du rendement
L’évolution du rendement de 1’huile essentielle de thym pour les deux techniques utilisées

que sont I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau est illustrée par la Fig.33.
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Fig. 33 : Variation du rendement d’huile essentielle du Thymus fontanesii en fonction
de la technique d’extraction

La cinétique d’extraction peut se diviser en trois étapes :

- Une premiere partie relative au chauffage de la matiere végétale et correspondant a la
montée en température au sein du réacteur, étape durant laquelle aucune extraction d’huile
essentielle ne se produit. Cette étape est presque identique pour les deux techniques.

- La seconde étape correspond au début de la distillation de ’huile essentielle proprement
dite. Au cours de cette étape, le rendement augmente de facon significative jusqu’a environ
3.2% pour I'nydrodistillation et 3% pour I'entrainement a la vapeur d'eau.
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- Enfin la derniére et troisieme étape indique un ralentissement de 1’augmentation du
rendement avec apparition d’un pseudo palier.

L’augmentation du rendement marque les premieres minutes de la phase d’extraction de
I’huile essentielle. En effet, I'extraction par hydrodistillation permet I’obtention d’une huile
essentielle avec un rendement supérieur a celui obtenu par entrainement a la vapeur d’eau
(respectivement 3.4% et 3.2%). Le second palier est visiblement atteint beaucoup plus
rapidement dans le cas de I’hydrodistillation. Ces résultats sont d’autant plus intéressants
que I’hydrodistillation se déroule en 90 minutes alors que I’entrainement a la vapeur d’eau
nécessite 120 minutes pour épuiser la plante en huile essentielle. 1l est constaté qu’environ
94.11% d’huile essentielle de thym sont extraits au cours de 75 premicres minutes de
I’extraction par hydrodistillation pour arriver a un plateau au bout d'une heure et demi de
traitement. Contrairement, a 1’entrainement a la vapeur d’eau ou les 75 premiéres minutes
d’extraction conduit a environ 90.62% de I’huile essentielle pour se stabiliser aprés deux
heures de traitement. Cette différence de rendement obtenue peut trouver une explication
au niveau des conditions opératoires. En effet, par HD la mati¢re en contact avec I’eau
subit un chauffage uniforme et constant qui dégrade plus facilement la matiere végeétale

permettant ainsi une libération plus efficace de I’extrait volatil.

Donc, il est conclu que dans le cas de I'extraction d'HE de Thymus fontanesii, la méthode la
plus performante en rendements d’extraction a été I'hydrodistillation. Des résultats
similaires ont été trouvés par Lassaad et al. (2006) [141] avec I'huile essentielle de

Thymus capitatus.

Les extraits ainsi obtenus dans les deux méthodes d’extraction ont été analysés et
compareés.

V.1.3.2 Composition chimique de I’huile essentielle

Les analyses de 1’essence produite par hydrodistillation sont comparées a celles données
par I’entrainement a la vapeur d'eau. Les résultats sont reportés dans le tableau 20. Ce
tableau compile les pourcentages des différentes molécules obtenues par CPG/SM. L’étude
est surtout axée sur les composeés volatils majoritaires, les molécules ayant des fragments

de masse inférieure a 0,1% n’ont pas été rapportées.
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Tableau 20: Composition chimique de I’huile essentielle de thym obtenue par
hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau

Teneur relative (%) Teneur relative (%)

Composants Hydrodistillation Entrainement a la vapeur
d’eau
Gamma-Terpinene 1.173 1.223

Linalool 4.860 -
Thymol 77.723 44,317
Carvacrol 13.278 34.983
Copaene - 0.741
Beta-Caryophyllene 2.033 2.635
Alpha-gurjunene 0.930 4577
Cyperene - 0.528
Allo-Aromadendrene - 0.885
4-tert-butylcatechol - 0.630
Muurolene - 0.899
Gamma-Cadinene - 0.561
Ledene - 1.027
Beta-Bisabolene - 2.541
Beta-Cadinene - 2.057
Naphtalene - 0.613
Total 99.997% 98.217%

L’examen du tableau 20 nous permet de constater que qualitativement, I'huile essentielle
de thym, qu’elle soit hydrodistillée ou distillée a la vapeur d'eau est constituée par un
nombre de composés aromatiques passant de 6 pour I’HD a 15 pour I’EVE.

La différence dans le nombre de molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle
provient essentiellement de la disparition de composés entre I’HD et ’EVE.

Du point de vue quantitatif, des différences sont observées au niveau de la teneur des
constituants identifiés. Le thymol et le carvacrol sont les deux composés majoritaires de
I’huile essentielle de Thymus fontanesii. Le thymol est, dans tous les cas, le constituant
majeur avec une teneur de 77.72% en HD et 44.31% en EVE. Le carvacrol n’est présent
qu’a un taux de 13.27% en HD et 34.983% en EVE.
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L’extrait le plus riche en composés sesquiterpéniques a été obtenu par 1'entrailnement a la
vapeur, Alors que la concentration la plus haute en monoterpénes non phénoliques a été
obtenue par I'hydrodistillation. Le y-terpinéne, et le linalol, le B-cadinene et le fB-
caryophyllene contribuent aussi a la composition de cette huile essentielle mais de fagon
moins prépondérante (tableau 21). Le y-terpinene est présent a un taux de 1.233% dans
I’huile essentielle extraite par entrainement a la vapeur d’eau et a un taux de 1.173% dans
celle obtenue par hydrodistillation. Le linalool qui représente 4.86% de I’huile essentielle de
thym hydrodistillée ne se retrouve pas dans 1’huile essentielle distillée a la vapeur d'eau.

Le o-gurjunene et le B-caryophyllene sont présents avec une teneur notable : le B-
caryophyllene (2.033% en HD et 2.63% en entrainement a la vapeur d’eau) et le a-
gurjunene (0.93% en HD et 4.577% en entrainement a la vapeur d’eau), tandis que le
copaene, le B-bourbonene, le cyperene, le muurolene et autres composés sesquiterpeniques
(tableau 21) sont uniquement présents dans 1’huile essentielle distillée a la vapeur d'eau.
L’explication de la différence de composition chimique entre les procédés d’extraction par HD
et EVE pourrait étre basée principalement sur des phénomenes de solubilité et de formation
des emulsions.

La Fig.34 présente en histogramme expliquant la variation de la composition chimique par

famille de composés en fonction de la technique d’extraction utilisée.

@ monoterpénes non phénoliques @ monoterpenes phénoliques O sesquiterpenes

Fig.34 : variation des teneurs relatives des principales classes chimiques de I’huile
essentielle en fonction de la technique d’extraction
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Quelque soit la technique d’extraction utilisée, il faut noter une forte
prédominance de la fraction monoterpénique phénolique (thymol, carvacrol) par rapport a
la fraction non phénolique (linalool, y-terpinéne) et la fraction sesquiterpénique (B-
caryophyllene, a-humuléne, a-gurjunene, etc...).Elle est beaucoup plus élevée dans I'HE

obtenue par hydrodistillation que dans celle extraite par entrainement a la vapeur d'eau.

Comparativement aux résultats obtenus a partir de l'hydrodistillation, ’huile
essentielle du thym extraite par ’entrailnement a la vapeur d’eau possede une fraction en
composés sesquiterpéniques enrichie. 1l peut expliquer ces observations par le fait que
durant la distillation, I’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et solubilise une

partie de I’essence des glandes sécrétrices.

V.1.3.3 Influence de la technique d’extraction sur la teneur en composés phénoliques
extraits
Pour suivre I’influence du mode d’extraction sur la composition phénolique de 1’huile

essentielle de thym, la Fig.35 présente les histogrammes d’évolution des teneurs des deux

composés phénoliques de I’huile essentielle du thym : le thymol et le carvacrol.

Teneur 80
relative 79-

(o)
70 60 1

W carvacrol = thymol

Fig.35 : Evolution temporelle de la teneur des composés phénoliques de I’huile
essentielle du Thymus fontanesii en fonction de la technique d’extraction

L’observation des histogrammes de la Fig.35 montre que la proportion de thymol est en

effet nettement plus importante par rapport a celle du carvacrol quelque soit la technique
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d’extraction utilisée. Les huiles essentielles extraites par HD ont une concentration en
thymol toujours supérieure a celles extraites par entrainement a la vapeur d’eau.

Suite a ses observations, nous retiendrons la méthode d'hydrodistillation comme étant la
plus adaptée pour la suite de nos travaux. En effet, c’est un procédé simple a mettre en
oeuvre, beaucoup plus efficace (77.72% de thymol formé au bout d'une heure et demie de

traitement).

V.1.3.4 Constantes physico-chimiques
Les constantes physico-chimiques de I’huile essentielle du thym ont été déterminées selon
les normes AFNOR sur les huiles essentielles. Les résultats des mesures de densité,

d’indice de réfraction, de pouvoir rotatoire sont regroupés dans le tableau 21.

Tableau 21 : comparaison des caractéristiques de I’huile essentielle de thym extraite
par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau

Caractéristiques et HE extraite par HE extraite par
propriétés physiques hydrodistillation entrainement a la vapeur
d’eau
Couleur jaunatre Jaunatre
Densité a 20°C 0.925 0.928
Indice de réfraction 1.5015 1.5015

A partir des valeurs présentées dans de tableau 21 il constate que les densités et les indices
de réfractions ont des valeurs relativement proches pour I’huile essentielle de thym quelque
soit son mode d’extraction. Tandis que la couleur de l'huile hydrodistillée est légerement

différente par rapport a celle extraite par entrainement a la vapeur d’eau.

V.2 Résultat de I'extraction de thymol

V.2.1 Par cristallisation sous I’action du froid

Huile essentielle de
T.fontanesii

Thymol

Fig.36: Thymol extrait par cristallisation sous I’action du froid
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V.2.2 Par extraction chimique

Thymol

Fig. 37: Thymol extrait par la méthode chimique
V.2.3 ldentification de thymol extrait

Le thymol extrait se présente en cristaux incolores fusibles a 50 — 51.5°C; il
distille a 251.8°C a la pression normale de 0.760. 1l possede une odeur de thym assez forte.
Il est tres peu soluble dans I'eau (1.4g/ I) a 40°C, en revanche, il est tres soluble dans la
plupart des solvants organiques notamment: I'éthanol (1000g/1), I'éther (700g/l) ses valeurs
de solubilité sont données a 40°C. Avec le thymol le FeCl; ne donne pas de réaction
colorée.

Les résultats de toutes les réactions d'analyse qualitative de thymol extrait sont
illustrés dans le tableau 22.

Tableau 22: Caractéristiques du thymol

Réaction Couleur obtenue Discussion
Réaction 1 Rouge Conforme
Réaction 2 Violette Conforme
Réaction 3 Vert-bleu Conforme

Il est constaté que résultats obtenus coincidents avec ceux mentionnés par la Pharmacopée
européenne. L'ensemble de nos résultats montre que le produit extrait de I'HE de Thymus
fontanesii est le thymol.

L'identification chimique du thymol est une étape nécessaire mais non suffisante pour
caractériser notre produit extrait. Il est donc nécessaire de la compléter par des analyses
chromatographiques CG/SM, cette derniere, est souvent utilisée comme moyen analytique

pour I’analyse structurale des substances volatiles.
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V.2.4 Confirmation des structures du thymol extrait par CPG / MS

Une analyse par couplage chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse de
I'huile essentielle de Thymus fontanesii avant et aprées I'extraction du thymol, de thymol
etrait et de celle synthétique a été envisagée pour confirmer que notre produit extrait est

vraiment le thymol (voir chromatogrammes 9,10,11 ANNEXE 3).

V.3 Reésultats de la formulation des pates

V.3.1 Résultat de controle de la matiére premiére

Les médicaments administrés par voie percutanée posent beaucoup moins de problemes
que ceux des autres voies, c’est la raison qui nous a poussés a choisir dans cette voie la
formulation la plus classique a savoir la pate. Mais le contr6le des matieres premiéres est
obligatoire. Toutes les substances utilisées sont contr6lées par les méthodes chimiques
et/ou physiques. Les substances controlées sont conformes aux normes de pharmacopée
Européenne et de AFNOR (pour les huiles essentielles utilisées) donc peuvent étre utilisées
en qualité de produits pharmaceutiques.

V.3.2 Résultats de préparation

Pour avoir une meilleure consistance des pates il a pris différentes quantités de glycerol et
d’ecau. Différents essais ont été réalisés pour déterminer les quantités nécessaires des
ingrédients a ajouter.

Tableau 23: Essais de préparation de la pate a base de I'HE de Thymus fontanesii

Constituants Essai 1 Essai 2. Essai 3. Essai 4
eng eng eng eng.
Glycérol 20 17 14 12
H,0 2 4 6 8
Bentonite 30 30 30 30
ZnO 25 25 25 25
Acide salicylique 3 3 3 3
Tetraboratede Na | 5 5 5 5
Formaldéhyde X X X X
CuSO, 0,5 0,5 0,5 0,5
HE de menthe X X X X
HE de thym.F. X X X X
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Tableau 24: Essais de préparation de la pate a base de thymol extrait

Constituants Essai 1 Essai 2. Essai 3. Essai 4

eng eng eng eng.

Glycerol 20 17 14 12

H,O 2 4 6 8
Bentonite 30 30 30 30
ZnO 25 25 25 25

Acide salicylique 3 3 3 3
Tetraborate de Na 5 5 5 5
Formaldéhyde X X X X
CuSOq, 0,5 0,5 0,5 0,5

HE de menthe X X X X
Thymol extrait X X X X

Les expériences ont montré que 1’essai 4 (pour les deux pates) donne de bons résultats
c’est a dire 12 g de glycérol sont suffisantes pour faciliter 1’étalement de la pate sur la
peau et la présence relative de la grande quantité d’eau est nécessaire pour la dissolution
des principes actifs, tels que tetraborate de Na, CuSO, et acide salicylique (partiellement).
V.4 Contrdles des produits finis

V.4.1 Examen des caractéristiques macroscopiques des deux pates

V.4.1.1 Essais galéniques : (Fig. 38,39)

Aspect: assez épaisse sans présence de grumeaux a I'étalement

Couleur: verdatre

Odeur: arbme de thym et de la menthe.

y

S \\ ¢ /
1~ . y “
" » L
Fig. 38: Pate formulée a base d'HE Fig.39: Pate formulée a base de thymol
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V.4.1.2 Homogénéité

Macroscopiquement, nous vérifions I'homogénéité de chaque pate en étalant une couche
mince sur une surface plane d'une feuille qu'on plie, que nous ouvrons et sur laquelle nous
effectuons I'étalement d'une deuxiéme couche. Il est vérifié a I'eil nu l'absence des
agregats et la bonne répartition des poudres. Dans le cas de nos pates, nous ne voyons

aucune présence de grumeaux, donc elles sont parfaitement homogénes

V.4.1.3 Mesure du pH
Le pH de la pate a base d'HE est égal & 5,7 tandis que celui de la pate a base de thymol est
de 6.7. D’apres la valeur du pH qui est ni trés acide ni trés basique nous pouvons dire que

les deux pates ne provoquent pas d’irritation sur la peau.

V.4.2 Essai de la tolérance locale
La réaction cutané érythéme et cedéme est évaluée et quantifiée sur la zone préalablement

scarifiée et sur la zone intacte (Fig.40), selon I’échelle numérique proposée par le « journal

officiel de la république Francaise.
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1)- Flanc traite (lapin 3) 2)- Flanc traite (lapin 3)
24h apreés application de la 72h apres application de la
pate a base d'"HE de pate a base d'HE de

3)- Flanc traite (lapin 5%) 4)- Flanc traite (lapin 5%)
24h apres application de la 72h apres application de la
pate & base de thymol péte & base de thymol

Fig. 40: Résultats obtenus aprés 72h d'application des deux pates formulées.

V.4.2.1 Détermination de I’indice d’irritation primaire cutanée de la pate de I'HE
Les résultats de 1’évaluation de I’irritation cutanée primaire chez les lapins traités par la

pate d'HE sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 25: Evaluation de I’indice d’irritation cutanée primaire chez les lapins
traités par la pate a base d’huile essentielle de thym.

N° Flanc

Traité

Flanc  Témoin

De (Edéme

Erytheme (Edéme

Erythéme

Lapin | J;(24h) | J3(72h)

Ji(24h) | Ja(72h) | J.(24h)

Ja(72h) | Ji(24h) | J3(72h)

o O B W N
o O O o ol o
o O o ol ol o

o k| | k|l o K

o] O] O] O o] o
o] O] O] o o] o

o] O] O] o o] o
Ol | k| O O -
o] O] o] o o] o

D’aprés le tableau 25, les phénomeénes observés sont uniquement des érythemes avec un

degré variable au cours de la premiere observation et une diminution remarquable aprés

72h. 1l est noté également une absence totale d’oedémes durant toute la période de

I’expérimentation.

Tableau 26: Evaluation des réactions cutanées.

N° de lapin (Edéme + Erythémes Oedémes + Erythemes
24h + 72h 24h + 72h
Flanc traité Flanc témoin
1 1 1
2 0 0
3 1 0
4 1 1
5 1 1
6 0 0
Valeurs cumulées 4 3

Pour classer notre produit, il faut calculer I’indice d’irritation primaire a partir de

I’équation suivante :

IP = (Oedeme + Erythémes) rianc traits + (Oedeme + Erythémes) rianc «moin / 24

Avec :
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24 = nombre de lapin (6) x nombres de zones testées (traité et témoin = 2) x nombre de
type d’irritation (cedéme et érythéme = 2)
Donc:

IP= 4+43/24 = 0.29

IP=0.29

Selon le résultat obtenu, 1’indice d’irritation primaire (IP = 0.29) est inférieur a 0.5 ce qui

nous améne a conclure que la pate a base de HE de thym est non irritante pour la peau.

V.4.2.2 Détermination de ’indice d’irritation primaire cutanée de la pate de thymol
Les résultats de I’évaluation de I’irritation cutanée primaire chez les lapins traités par la

pate de thymol sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 27: Evaluation de I’indice d’irritation cutanée primaire chez les lapins traités
par la pate a base de thymol extrait.

N° Flanc traité Flanc Témoin

De | Edeéme Erytheme (Edéeme Erythéeme

Lapin | Ju(24h) [Js(72h) | Ji(24h) | Js(72h) | 31(24h) | J5(72h) | J.(24h) | Js(72h)

1

olo|bhlwN

o|lo|lo|o|lo|o
o|lo|lo|o|lo|o
R NN N
o|lo|o|o|o|o
o|lo|lo|o|lo|o
o|lo|lo|o|o|o
NP RN N
o|lo|lo|o|o|o

D’aprés le tableau 27, les phénoménes observés sont uniquement des érythemes avec un
degré variable au cours de la premiere observation et une diminution remarquable aprés
72h. On note également une absence totale d’oedémes durant toute la période de

I’expérimentation.
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Tableau 28: Evaluation des réactions cutanées.

N° de lapin (Edéme + Erythémes Oedémes + Erythemes
24h + 72h 24h + 72h
Flanc traité Flanc témoin
1 1 1
2 2 1
3 2 2
4 2 2
5 1 1
6 1 1
Valeurs cumulées 9 8

Pour classer notre produit, il faut calculer I’indice d’irritation primaire a partir de
I’équation suivante :
IP = (Oedéme + Erythémes) janc traite +(Oedeme + Erythémes) rjanc moin / 24
Donc :
IP= 9+8/24 =0.70

IP=0.70

La pate a base de thymol présente un indice d’irritation primaire cutanée IP égal a 0.70.
Donc selon 1’échelle numérique de Draize, elle est considérée comme un produit a action
légerement irritante pour la peau. Selon le résultat obtenu, I’indice d’irritation primaire IP

est compris entre 0.5 et 2 ce qui nous améne a conclure que la pate de thymol extrait est

Iégerement irritante pour la peau.

V.4.3 Discussion

Le test de la toxicité locale de nos produits a révélé 1’apparition d’érythéme chez quelques
lapins, aprés 24 heures de D’application, due a la pénétration de ces derniers dans
I’épiderme, a travers la couche cornée, les cellules basales ne restent pas insensibles a ce
passage. Ainsi, I’apparition d’érythémes assez remarquables sur les flancs traites peut étre
la conséquence de I’affrontement des lapins entre eux lors de leur hébergement, la
concentration de la pate appliquée ou d’une hypersensibilité de I’animal a la pate ou a un
de ses composants. Alors que, I’apparition d’érythéme assez remarquable sur les flancs

témoins de quelques lapins peut étre due a la scarification qui a atteint de derme
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V.5 Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne

L'évaluation qualitative de I'activité antimicrobienne de notre huile essentielle
de Thymus fontanesii, de son thymol extrait et de deux pates formulées a été faite sur 5
bactéries et deux levures provenant de la collection du laboratoire microbiologique du
CRD-SAIDAL, ainsi que, l'activité antifongique de I'HE de thym et de la pate a base de
cette huile sur deux dermatophytes provenant de I'Institut Pasteur d'Algérie, a été faite
par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien de tous ces produits est

obtenu par la mesure des diamétres des zones d'inhibition (mm).

L'échelle d'estimation de I'activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al., (2009)
[142]. lls ont classé les diametres des zones d'inhibition (D) de la croissance

microbienne en 5 classes :

- Trés fortement inhibitrice: D >30 mm

- Fortement inhibitrice: 21 mm <D <29 mm

- Modeérément inhibitrice: 16 mm <D <20 mm
- Légérement inhibitrice: 11mm <D <16 mm

- Non inhibitrice: D < 10 mm

V.5.1 Pour les bactéries et les levures

Le diametre moyen de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnés d'HE
pure, de solution alcoolique de thymol, des deux pates formulées et des deux pommades
commercialisées (Mycocide, Mycotine) aprés 24 heures d’incubation a 37°C pour les
bactéries et aprés 48 heures a 25°C pour les levures, ainsi que leurs pourcentages

d’inhibitions sont résumés dans le tableau 29.
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Tableau 29 : Valeurs des diameétres moyens de la zone d’inhibition et le % d’inhibition de I'HE pure, de thymol extrait, des pates
formulées et des pommades commercialisées (Mycotine et Mycocide) vis-a-vis des cing bactéries et deux levures.

souche HE de ‘Ilz'hymus. thymol pated" HE pate de thymol A Mycocide
D | % D | % D(mm) | 1 % D | % D | % D | %
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
33.33 66.11 62.22 0.00 23.33
Staphylococc | 58.50 65.00 30,00 59.50 56,00 0,00 21,00
us aureus
Gram | Bacillus 43.33 48.14 31,00 | 34.44 | 57.50 63.88 | 56,00 | 62.22 | 0,00 0.00 | 24,00 | 26.66
+ subtilis

Enterococcus | 33.16 36.84 26,00 | 28.88 56,00 62.22 | 52,00 | 57.77 0,00 0.00 12,00 | 13.33
faecalis

Escherichia 37.33 41.47 26.75 | 29.72 39.66 4406 | 38.83 | 43.14 0,00 0.00 0,00 0.00
Gram - | coli

Pseudomonas
aeruginosa 13.33 14.81 14.25 | 15.83 37,25 41.38 | 37,50 | 41.66 0,00 0.00 0,00 0.00

Candida
levures | albicans. 47,00 52.22 26,00 | 28.88 56.40 62.66 | 51.16 | 56.84 | 21,50 | 23.88 | 12,00 | 13.33

Saccharomyc
es cereviseae | 60.75 67.50 | 45,00 | 50.00 | 69,00 | 76.66 | 67.50 | 75.00 | 27,66 | 30.73 | 33,00 | 36.66
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Selon I'échelle citée par Mutai et al., 2009: [142].

L'HE de Thymus fontanesii pure a une trés forte activité sur toutes les souches
bactériennes testées (D>30mm) sauf sur Pseudomonas aeruginosa (D<16mm). Elle
diminue la masse mycélienne de Staphylococcus aureus, de Bacillus subtilis, de
Enterococcus faecalis, de Escherichia coli, et de P. aeruginosa respectivement de 65,
48.14, 36.84, 41.47, 14.81%. Les diamétres d’inhibition varient del3 mm a 58.5 mm. Le
plus grand diamétre d’inhibition est obtenu avec Staphylococcus aureus (58.5 mm) et le
plus petit avec Pseudomonas aeruginosa (13.33 mm). Donc, les résultats obtenus
montrent que I'HE de T.fontanesii possede un large spectre d'activité antibactérienne sur les
bactéries Gram + que Gram -. L’HE de Thymus fontanesii possede également une activité
fortement inhibitrice sur les deux levures utilisées surtout contre Saccharomyces
cereviceae dont la zone d'inhibition est de 60 mm de diametre. Elle réduit également la
croissance myceélienne de Saccharomyces cereviceae et de Candida albicans
respectivement de 67.5% et 52.22% (Fig.41).

Le thymol a une activité tres fortement inhibitrice sur Staphylococcus aureus (30
mm) et sur Bacillus subtilis (31mm), par contre cette activité (de thymol) est fortement
inhibitrice sur Enterococcus faecalis (26 mm) et sur Escherichia coli (26.75 mm) et
Iégerement inhibitrice sur Ps. aeruginosa (14.25 mm). Les pourcentages d'inhibition de la
croissance mycélienne sont compris entre 15.83 et 34.44%. 1l est remarqué aussi que le
thymol a une trés forte activité sur Saccharomyces cereviceae avec un diameétre d'inhibition
de 45 mm et un taux d'inhibition de 67.5%. Nous notons également une activité fortement
inhibitrice contre Candida albicans (D = 26 mm) (Fig. 42).

Les deux péates préparées a base d'HE et de thymol ont une trés forte activité
inhibitrice sur toutes les souches bactériennes testées dont les valeurs moyennes du diamétre
des zones d'inhibition dépassent 37 mm. Elles ont donné une activité antibactérienne a large
spectre agissant aussi bien sur les bactéries Gram + que Gram -. De méme, les deux pates
ont révelé une tres forte activité inhibitrice contre les deux levures utilisées dont les valeurs
moyennes de la zone d'inhibition ont dépassé les 50 mm. Pour les deux pates, les
pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne (des bactéries et de levures) sont
compris entre 41.38% et 76.66% (Fig.43,44).

L’¢étude de 1'activité de la mycocide et de la mycotine montre que la mycocide a une

activité fortement inhibitrice sur Staphylococcus aureus (21 mm), sur Bacillus subtilis
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(24mm), une activité légerement inhibitrice sur Enterococcus faecalis (12 mm) et n'a aucun
effet sur Escherichia coli et Ps. aeruginosa. Alors que la mycotine n'a aucune activité sur les
souches bactériennes testées. En revanche, la mycocide a une tres forte activité inhibitrice
sur Saccharomyces cereviseae (33 mm) et légerement inhibitrice sur Candida albicans (12
mm), par contre la mycotine a montré une activité fortement inhibitrice sur les deux levures
testées.

Donc, il faut dire que la mycocide agit sur les bactéries Gram + mais n'a aucun effet
sur les Gram —, de plus, elle a une activité antifongique par contre la mycotine n'a seulement

qu'une activité antifongique (Fig. 45).

La sensibilité des souches aux différents agents antimicrobiens a été classifiée par
le diametre de la zone d'inhibition comme suit [143] :
- Extrémement sensible: D >20 mm
- Sensible: 15 mm <D <19 mm
- Intermédiairement sensible: 9 mm <D <14 mm

- Non sensible (résistante): D <8 mm

Pour les souches Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis,
les diamétres des zones d'inhibitions sont élevés (D > 28mm), elles sont extrémement
sensible envers tous les produits testés, a I'exception de Enterococcus faecalis qui est
intermédiairement sensibles a la mycocide. Par contre, il est remarqué que E.coli s’est
montré extrémement sensible seulement a I’HE, au thymol et aux deux pates préparées (D >
26 mm). La souche qui s'est révélée intermédiairement sensible a I'HE et au thymol est Ps.

aeruginosa mais elle est extrémement sensible aux deux péates formulées.

En ce qui concerne les levures, Saccharomyces cereviseae apparait plus sensible a
tous les produits testés que Candida albicans.
Saccharomyces cereviseae posséde un potentiel de sensibilité trés élevé vis-a-vis de I'HE et
des deux pates formulées (D > 60mm), alors qu le diamétre de la zone d'inhibition de cette
souche est de 45 mm sous l'effet de thymol extrait. Ces résultats montrent que
Saccharomyces cereviceae présente une sensibilité relativement moins élevée au thymol

comparativement a I'HE et aux deux pates. En revanche, cette souche présente aussi une
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forte sensibilité aux pommades commerciales (mycocide et mycotine), sensibilité qui est

moins élevée que celle manifestée contre les pates préparées.

L'action des deux péates formulées vis-a-vis de C. albicans a montré des diametres
des zones dinhibitions tres importants, dépassant les 50 mm. Donc elle manifeste une
sensibilité tres élevée vis-a-vis de ces deux pates comparée a celle obtenue vis-a-vis de I'HE

(D = 47mm) et de thymol (26 mm). Elle présente une sensibilité moyenne vis-a-vis de la

mycotine et mycocide avec un diamétre d'inhibition de 21.5 mm et 12 mm respectivement.

Fig.41: Activité antibactérienne et antifongique de I'HE de T.fontanesii sur: A. S.
aureus, B. Ps. Aeruginosa, C. C. albicans, D. Sa. Cereviceae

Fig.42: Activité antibactérienne et antifongique de thymol extrait sur: A. S. aureus,
B. Ps. Aeruginosa, C. C. albicans, D. Sa. cereviceae
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Fig.43: Activité antibactérienne et antifongique de la pate a base d'HE sur: A. S.
aureus, B. Ps. aeruginosa, C. C. albicans, D. Sa. cereviceae

Fig. 44: Activité antibactérienne et antifongique de la pate a base de thymol sur: A. S.
aureus, B. Ps. Aeruginosa, C. C. albicans, D. Sa. cereviceae

Fig. 45: Activité antifongique de la mycotine sur: A. C. albicans, B. Sa. Cereviceae et
I'activité antibactérienne de la mycocide sur S. aureus (C)
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V.5.2 Pour les dermatophytes

Le diamétre de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnés d'HE
pure, d’eau distillée, de la pate formulée et de la pommade commercialisée (terbinafine)
aprés 5 jours d’incubation a 26°C, ainsi que le pourcentage d’inhibition calculé a partir de

la formule sus-indiquée sont résumés dans le tableau 30.

Tableau 30: Valeurs des diameétres de la zone d’inhibition et le % d’inhibition de
I'HE pure, de la pate formulée et de la pommade de Terbinafine.

T. mentagrophytes M. canis
% %
Diamétre d’inhibition d’inhibition Diamétre d’inhibition d’inhibition
Eau distillée | 00 mm 00 % 00 mm 00 %
90 mm* 100 % 90 mm* 100 %
HE pure 90 mm* 100 % 90 mm* 100 %
90 mm* 100 % 90 mm* 100 %
* 0, * 0,
Pate d'HE 90 mm 100 % 90 mm 100 %
formulée 90 mm* 100 % 90 mm* 100 %
90 mm* 100 % 90 mm* 100 %
Terbinafine | 7130 mm 79.22 % 60.98 mm 67.76 %
77.52 mm 86.13 % 55.55 mm 61.72 %
75.20 mm 83.55 % 51.50 mm 57.22 %

* 90 mm correspondent au diamétre de la boite de pétri

Au vue du tableau, il est observé une activité fortement inhibitrice de nos produits
(HE de Thymus fontanesii et pate formulée) sur la croissance des 2 souches fongiques
testées, ce qui justifie I’apport de I’'HE de thym a coté des autres constituants de la pate
formulée comme agent antifongique. L’utilisation courante de la Terbinafine comme agent
antifongique justifie son choix comme témoin positif dans notre étude.
L'HE de thym et la pate formulée inhibent a 100% la croissance de M. canis et T.
mentagrophytes, par contre la Terbinafine 1’inhibe a 70 % en moyenne dans les mémes

conditions opeératoires (Fig.46,47).

Partie Expérimentale 103



Chapitre V Résultats et Discussions

Les deux souches présentent le méme diametre d'inhibition (90 mm) et le méme
taux d’inhibition (100%) pour I'HE de thym et la pate formulée. En ce qui concerne la
Terbinafine, la plus haute sensibilité a été observée avec T. mentagrophytes dont le diametre
moyen d'inhibition est de 74.67 mm contre 56.01 mm pour M.canis (Fig.46,47).

Cette étude qualitative de l'activité antimicrobienne de ces produits testés s'est
avérée trés intéressante, du fait qu’il a obtenu des résultats satisfaisants. D'aprés résultats
obtenus, il faut dire que I'nuile essentielle de Thymus fontanesii, son thymol extrait et les
deux pates préparées possedent une activité antibactérienne et antifongique tres importante,
dans laquelle certaines souches semblent se distinguer par une sensibilité tres élevée par
rapport aux autres.

D'une fagon générale, ce que I'on peut dire, c'est que la pate a base d'HE a une meilleure

activité antimicrobienne par rapport aux autres produits testés.

Ce test préliminaire n'est qu'un criblage des activités antimicrobiennes de nos
produits, il nous permet de sélectionner pour chaque souche utilisée le produit, qui a
présenté le plus d'activité antimicrobienne parmi l'ensemble des produits testés. Les
résultats de cette étude qualitative méritent une étude quantitative plus approfondie pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) et/ou fongicide (CMF) de notre HE. C'est aussi un test préliminaire pour

d’autres tests pharmacologiques complémentaires a notre pate formulée a base dHE de T.

fontanesii.

Fig.46: Activité antifongique de: B. HE de T. fontanesii, C. pate a base HE de T.
fontanesii, D. pommade a base deTerbinafine (mg) sur T.mentagrophyte (A. temoin)
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Fig. 47: Activité antifongique de: B. HE de T. fontanesii, C. pate a base HE de T.
fontanesii, D. pommade a base deTerbinafine(mg) sur M.canis (A. temoin)

V.6 Evaluation quantitative de I'activité antimicrobienne de I'HE de Thymus

fontanesii

V.6.1 Pour les bacteéries et les levures
Les résultats de I’activité antibactérienne et antifongique des huiles essentielles de T.

fontanesii sont consignés dans le tableau 31.

Tableau 31: aromatogramme de I'huile essentielle de Thymus fontanesii

Souche | Témoin | 0.03% | 0.06% | 0.125% | 0.25% | 0.5% |1% |2%

Gram +

Staphylococcus | +++ + - - - - - -
aureus

Bacillus +++ + + - - - - -
subtilis

Enterococcus +++ + +/- - - - - -
faecium

Gram -

Escherichia +++ + + +/- - - - -
coli

Pseudomonas +++ + + + + +/- - R
aeruginosa

Levures

Candida +++ + + +/- - - - -
albicans

Saccharomyces | +++ + + - - - - -
cereviseae

+ : présence de germe
- . absence de germe
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Tableau 32: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations
minimales bactericides (CMB) d'HE de Thymus fontanesii relatives aux bactéries
testées

Souche \ CMI \ CMB

Gram +

Staphylococcus aureus 0.06% 0.06%

Bacillus subtilis 0.125% 0.125%

Enterococcus faecium 0.125% 0.25%
Gram -

Escherichia coli 0.25% 0.25%

Pseudomonas aeruginosa 1% 1%

Tableau 33: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentration minimale
fongicides (CMF) d'HE de Thymus fontanesii relatives aux levures testées

Souche CMI CMF
Candida albicans 0.25% 0.5%
Saccharomyces cereviseae 0.125% 0.25%

L'huile essentielle de T. fontanesii a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis des
bactéries et des levures testées, sauf la Ps. aeruginosa qui se révele un peu résistante, et
cela malgré [utilisation du Tween 80 qui abaisse considérablement l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles [23]. Ainsi, S. aureus s'est montré le plus sensible,
il a été inhibé a partir de la concentration minimale de 0.06% (v/v). La concentration de
0.125% (v/v) a été suffisante pour arréter la croissance de B.subtilis et de E. faecium.
Tandis que E.coli a été inhibé a partir de la concentration minimale de 0.25% (v/v), alors
que Ps. aeruginosa a résisté jusqu'a la concentration en huile essentielle de 1% (v/v).

Les levures ont montré une grande sensibilité & I'HE de T. fontanesii. Une concentration de
0.125% (v/v) d'HE était suffisante pour inhiber la croissance de Sa. cereviseae, alors que
C. albicans a manifesté une résistance jusqu'a la concentration de 0.25% (v/v).

En effet, toutes les souches bactériennes et levuriennes utilisées se sont inhibées a une
concentration comprise entre 0.06% et 1% (v/v).

Les subcultures réalisées suite a l'obtention des CMI, ont permis d'observer les
concentrations minimales bactéricides (CMB) sur les 5 bactéries et les concentrations
minimales fongicides (CMF) sur les deux levures testées.

La concentration minimale bactéricide et/ou fongicide est souvent égale ou plus élevée que
la CMI. Sur toutes les bactéries testées, les valeurs de CMB sont superposables aux valeurs
de CMI a I'exception de E. faecium ou la CMB est égale au double de la CMI. En revanche,
il faut au moins le double de la CMI pour obtenir I'effet fongicide sur les deux levures

étudiées.

Partie Expérimentale 106




Chapitre V Résultats et Discussions

Les CMB déterminés ont varié aussi de 0.06% a 1% (v/v). Parmi les bactéries testees, la
souche S.aureus s'est montrée la plus sensible (CMB=0.06% (v/v)), tandis que Ps.
aeruginosa était la plus résistante avec la plus haute CMB (1% (v/v)). L’HE de T.fontanesii
présente la meilleure activité fongicide sur Sa. cereviseae (0.25%(Vv/Vv)).

Malgré les variations des CMI et CMB et/ou CMF d'un microorganisme a un autre, dans
certains cas elles sont égales indiquant ainsi une forte action bactéricide et fongicide. En
effet, lorsque le rapport CMB/CMI (CMF/CMI) est inférieur ou égal a 4, I'HE est
bactéricide et/ou fongicide. Quand ce rapport est supérieur a 4, I'HE est dite
bactériostatique et /ou fongistatique [144]. Le tableau 34 présente les différents rapports
CMB/CMI, CMF/CML.

Tableau 34: Rapport CMB/CMI, CMF/CMI de différentes souches utilisées vis-a-vis
d'HE de T. fontanesii

Souches CMB/CMI Interprétation
Staphylococcus aureus 1 Bactéricide
Bacillus subtilis 1 Bactéricide
Enterococcus faecium 2 Bactéricide
Escherichia coli 1 Bactéricide
Pseudomonas aeruginosa 1 Bactéricide
Candida albicans 2 Fongicide
Saccharomyces cereviseae 2 Fongicide

D'apres le tableau 34, il faut dire que I’huile essentielle testée a un pouvoir bactéricide et/ou
fongicide sur toutes les souches utilisées. Donc, I'HE de T. fontanesii a révélé, a la fois, une
forte activité bactéricide et fongicide. Ce qui explique leur application aux produits
pharmaceutiques.

V.6.2 Pour les dermatophytes
Il est rapporté dans le tableau 35 les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et les concentrations minimales fongicides (CMF) de I'HE de Thymus fontanesii obtenues

par les deux méthodes de macrodilution en milieu solide et en milieu liquide.
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Tableau 35: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations
minimales fongicides (CMF) d'HE de Thymus fontanesii vis-a-vis des deux
dermatophytes testées

En milieu En milieu
Souches :
s Liquide
CMI CMF CMI CMF
M. canis 0.06% 0.125% 0.06% 0.06%
T.mentagrophytes 0.005% 0.01% 0.01% 0.01%

L’analyse des résultats relatifs a la croissance des dermatophytes soumis a
I’action de différentes concentrations d'huile essentielle de thym testées (Tableau 35) il
permet de constater que I’HE de thym exerce une forte action fongitoxique sur les deux
dermatophytes testés a des concentrations allant de 0.005 a 2%. En effet, a une
concentration égale ou supérieure a 0.005%, I’HE de thym inhibe la croissance de T.
mentagrophytes, tandis que la croissance de M. canis, elle est inhibée a une
concentration égale ou supérieure a 0.06%. (Fig.48,49). Entre 0,001 et 2 %, le taux
d’inhibition de la croissance fongique est proportionnel a la concentration des huiles

essentielles dans I’environnement par rapport aux deux souches fongiques testées.

Concernant la concentration minimale fongicide, elle est souvent égale ou plus
élevée que la CMI. Pour notre HE, il faut au moins le double de la CMI pour obtenir
I’effet fongicide sur les deux dermatophytes testés par la méthode de disque. Tandis
que, avec la méthode de dilution liquide, la méme CMI a coincidé avec la CMF
(Fig.48,49)

L'étude de la sensibilité des champignons soumis aux deux méthodes, I'une par
contact direct en milieu gélosé solide et l'autre par contact direct en milieu liquide, a
clairement montré des différences entre les deux méthodes d’essai appliquées. Les CMF
obtenues par la technique des disques sont plus élevées par rapport a celles obtenues par
dilution sur bouillon. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait qu’en milieu liquide la
surface de contact entre le microorganisme et la substance active est grande. Par ailleurs, la
lecture des résultats dans la méthode des disques est plus facile mais la technique nécessite

encore des études sur de grandes séries de dermatophytes pour déterminer la corrélation
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exacte entre les CMI et le diametre de I’auréole d’inhibition autour des disques imprégnés

d’antifongiques.

Fig.48 CMI de I'HE de Thymus fontanesii sur T. mentagrophyte par la méthode de
disque et CMF par la méthode de dilution liquide

CMI=0.06%

Fig. 49 CMI de I'HE de Thymus fontanesii sur M. canis par la méthode de disque et de
micropuit et CMF par la méthode de dilution liquide

V.7 Discussion

L'accroissement des infections microbiennes, couplées a [’insuffisance en
médicaments efficaces, nous a conduits a nous intéresser a 1’inépuisable source de produits
naturels a vertu thérapeutique : les plantes médicinales. A c0té des médicaments
synthétiques prescrits dans le traitement des infections microbiennes, de nombreux
produits naturels ont été testés dans le but de trouver un agent antimicrobien efficace, sans

effet néfaste pour I'organisme et moins colteux.
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C’est selon cette optique que I'HE de thym a été etudiée afin de déterminer un
agent antimicrobien efficace contre la croissance de bactéries, de levures et de
dermatophytes. Ainsi les résultats émanant des tests d’inhibition des souches microbiennes
utilisées montrent que nos produits testés présentent tous, a la fois, une activité
antifongique et antibactérienne. Concernant la pate a base d'HE, nous remarquons que cette
derniere a une activiteé fongicide et bactéricide plus prononceée.

L’action antimicrobienne des huiles essentielles de thym, n’est plus a
démontrer. Plusieurs travaux ont été réalisés pour 1’étude de l'activités de ces huiles sur
les bactéries, les levures et les moisissures [25,88,90,131]. Cependant rares sont ceux qui
ont été consacrés a leur activité contre les dermatophytes responsables de multiples
mycoses humaines.

Parmi les études qui ont pour objet la détermination du pouvoir antimicrobien
des HES de certaines especes de thym, celles de [63,71,88,89,145,25].

Par ailleurs, il est comparé 1'activité antibactérienne et antifongique de 1’huile essentielle
provenant de notre espéce avec d’autres provenant de diverses régions de I'Algérie. Les
résultats obtenus lors de cette étude sont présentés dans le tableau 36.

Tableau 36: Diameétre des zones d'inhibition (en mm) trouvé dans la littérature

T.algeriensis T.pallescens | T.algeriensis | T.pallescens | T.fontanesii
(@) (b) © (d) (d)
Bacteéries Gram +
Staphylococcus 35.66 69.33 R 27.83 58.50
aureus
Bacillus subtilis 35.66 38.33 42.00 43.33
Enterococcus 21.33 36.33 --- 34.17 33.16
faecium
Bacteéries Gram -
Escherichia coli 22.66 46.33 R 35.17 37.33
Pseudomonas R 16.33 R 15.83 13.33
aeruginosa
Levures
Candida albicans 42.33 57.66 32.00 42.33 47.00
Saccharomyces 27.00 73.00 46.00 42.67 60.75
cereviseae
Dermatophyte
M. canis --- --- . 90*
T. - --- - 90*
mentagrophytes

a: Hammoum et Kerbouche (2007) [146]. b :Hammoum et Kerbouche (2007) [146]. c: Dob
et al.(2006) [66].. d: Bousbia (2004) [147]. e: Notre huile
*: diamétre de la boite pétri.R: souche résistante. --- souche non testée

Partie Expérimentale 110



Chapitre V Résultats et Discussions

D'apres le tableau 36, il est constaté une nette différence entre les résultats trouveés
dans la littérature et les nétres. Cette différence d'activité semble étre due a la présence du
thymol et du carvacrol qui sont majoritaires dans notre huile (thymol 33.60%, carvacrol
27.17%), et celle de T. pallescens (carvacrol 57.7%), en revanche, I'huile essentielle de T.
algeriensis d'El Asnam est de type chimique a 4-terpineol (10.60%) et celle de Médeéa a
chimiotype linolool (47.30%).

Des aromatogrammes ont été réalisés avec différentes especes endémiques de thym
portugais, dont les composés majoritaires sont le linalool et le 1,8-cinéol. Les diamétres
d’inhibition (pour 3 pul d’huiles essentielles) varient entre 0.6 cm (le diameétre du disque) et
1.5 cm pour I’espéce la plus active. Ces résultats montrent que la présence de phénols,
thymol et/ou carvacrol, augmente drastiquement 1’activité des huiles essentielles de méme
espéce pour une méme souche [148].

Comme cela a été rapporté dans la littérature [142], il est consideré qu'une huile
essentielle a une tres forte activité inhibitrice si son diametre d'inhibition est supérieur a 30
mm. Notre HE agit de fagon trés active sur I'ensemble des souches utilisées surtout sur les
dermatophytes dont elle s'est révelée active a 100%. Il est remarqué aussi, que
Pseudomonas aeruginosa s'est montré peu sensible a I'action d'HE de T. fontanesii par
rapport aux autres bactéries étudiées. Cette résistance de Ps. aeruginosa n'est pas
surprenante, elle est die a la nature de sa membrane externe qui lui confere la résistance a
la plupart des agents biocides [55]. Nos résultats concordent avec les travaux de
[11,63,64,71,149,150,151]. Par contre, Staphylococcus aureus, se révéle tres sensible. Cette
sensibilité accrue est confirmée par les résultats de [128,152].

L’évaluation de I’activité inhibitrice des huiles essentielles a révélé que leurs taux
d’inhibition varient selon plusieurs facteurs, dont la nature et la concentration de ’huile
essentielle ainsi que de la souche microbienne utilisée. Ainsi, les différences observées
entre les activités antimicrobiennes des huiles essentielles peuvent étre attribuées aux
variations de leurs fractions actives et aux multiples méthodes utilisées [153].

L'évaluation quantitative de l'activité d'HE de T. fontanesii par la méthode de
dilution en milieu solide, a révélé l'inhibition de croissance des colonies des souches
bactériennes et levuriformes et des filaments des souches filamenteuses. Cette activité
montre un profil variable sur toutes les souches utilisées, ce qui se traduit par des
concentrations d'inhibition différentes et donc une différence de sensibilité de ces souches

vis-a-vis de cette huile essentielle.
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La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée par la plus faible
concentration d’HE a laquelle aucune croissance n’est visible a I’oeil. Ainsi, la CMB est
définie par la plus faible concentration ayant donnée 100% de bactéries non viables [112].
Toutes les souches se sont inhibées a une concentration comprise entre 0.01% et 1%
(v/v). Donc l'activité de notre HE a été remarquable surtout sur les dermatophytes dont la
CMI est de 0.005% a 0.06%. Les levures sont également sensibles a I'HE mais avec des
CMI plus importantes atteignant 0.25% (v/v) pour Candida.

La présente étude a démontré également que la CMB et la CMF peuvent étre
égales ou supérieures a la CMI. Généralement, I'activité fongicide est obtenue a partir du
double de la CMI pour les levures et les dermatophytes utilisées (dilution en milieu solide),
alors gqu'avec la méme CMI il obtient I'effet bactéricide sur la plupart des bactéries testées,
notamment avec la souche la plus résistante (Ps. aeruginosa). Ceci indique que notre huile
essentielle de T. fontanesii est fortement bactéricide et fongicide vis-a-vis des bactéries et
des champignons utilisés.

Les valeurs de CMI et de CMF obtenues avec cette HE sur les dermatophytes sont
aussi basses que celles déja obtenues avec la méme huile vis-a-vis des levures et des
bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Toutefois il faut souligner qu'il existe une sensibilité différentielle des bactéries,
des levures et des dermatophytes testées vis-a-vis de I'HE de T.fontanesii. En effet, les
levures sont moins sensibles que les dermatophytes. Ce qui est en accord avec ceux
rapportés par Ouraini et al.,(2005) [131]. La plupart des bactéries possédent des
sensibilités intermédiaires entre les levures et les dermatophytes utilisées. Cette différence
ne peut étre expliquée que par la différenciation structurale de la paroi de ces différentes
catégories de souches.

Donc, dans cette étude, il est constaté une sensibilité différente selon la nature
des souches étudiées. Ces résultats sont en accord avec ceux du screening publiés par
Pinto et al., (2006) [88] ainsi que ceux de Maksimovic et al. (2008) [89] pour d'autres
variéetes de thyms.

En général, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis a
vis des HES. Ces résultats sont confirmés par de nombreuses expériences [97,154] qui ont
montré que les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport
aux bactéries et parmi les bactéries, les Gram — apparaissent plus résistants que les Gram +

vis-a-vis des HES.
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L’analyse du tableau 33 montre que les CMI et les CMB des bactéries a Gram
négatif (E. coi, P aeruginosa.) vis-a-vis de I'HE sont Iégerement supérieures a celles des
bactéries a Gram positif (B. subtilis). Cette difféerence ne peut étre expliquée que par la
diversité structurale de la paroi de ces différentes catégories de bactéries. Ainsi donc, et
d'aprés les résultats trouveés il faut dire que les bactéries Gram + sont plus sensibles que les
Gram -, ce qui est en accord avec les travaux de [37,63,151,155]. La faible sensibilité des
bactéries Gram - est expliquée par la présence d'une seconde membrane
lipopolysaccharidique jouant un role de barriére vis-a-vis des huiles essentielles [156].
Certain auteurs ont rapporté que les bactéries a Gram positif seraient plus résistantes aux
huiles essentielles que les bactéries a Gram— [49]. Cette affirmation n’a cependant pas été
confirmée par d’autres travaux. La susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du
Gram [7, 25,89].

En général, les bactéries Gram - sont plus résistantes que les Gram + et ceci semble
étre di a la différence de structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane externe
des Gram - est plus riche en lipo-polysaccharides et en protéines que celle des Gram + qui
les rend plus hydrophiles, ce qui empéche les terpénes (HE) hydrophobes d’y adhérer.
Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le
carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux
lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la
membrane intérieure plus vulnérable [7]. Ce qui explique l'activité élevée de thymol sur Ps.
Aeruginosa par rapport celle de I'HE.

L’huile de T. fontanesii a exercé une forte activité bactéricide et fongicide contre
toutes les bactéries et tous les champignons testés. Ce grand pouvoir bioactif observé est
attribué principalement a leurs teneurs élevées en phénols terpéniques (thymol 33.6%,
carvacrol 27.17%). Différents travaux ont montré que les HE de différentes especes du
thym dont le composé majoritaire est de nature phénolique, ont un large spectre
d’inhibition, comprenant des bactéries a Gram positif, et a Gram négatif, des levures et
méme des moisissures et des champignons filamenteux. [15,25,63,71,88].

Cependant, Ajjour et al. (2008) [145] ont noté que I’huile essentielle de T.
bleicherianus est dotée d’une activité fongicide légérement supérieure a celle de T.
capitatus. Ceci peut étre attribué au fait que 1’huile de T. bleicherianus compte parmi ses
principaux constituants le thymol alors que T. capitatus est dominée par le carvacrol. En

effet, Dorman et al. (2000) [7] ont testé un grand nombre de constituants purs des huiles
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essentielles contre 25 genres differents de bactéries et ils ont démontré que le thymol est le
composé qui possede le plus large spectre d’activité antibactérienne suivi du carvacrol et
de I’a-terpineol.

Ces mémes auteurs ont expliqué la différence de [’efficacité antimicrobienne
observée entre le thymol et le carvacrol par la position du groupement hydroxyle sur la
structure phénolique des deux molécules.

Pour vérifier si ’effet antimicrobien de notre HE est lié seulement aux composés
majoritaires ou si ¢’est une synergie entre tous les constituants de I’huile essentielle, méme
les minoritaires, nous avons alors choisi de tester I'activité antimicrobienne d'un composé
phénolique pur: le thymol, composé majoritaire de T. fontanesii.

Le choix de travailler uniquement avec le thymol est en accord avec la littérature ou
beaucoup de travaux ont souligné I’efficacité antifongique et antibactérienne des phénols
terpéniques et plus particulierement celle du thymol et/ou du carvacrol [7,63 ,149,150].

Les résultats des degrés d'efficacitt d'HE et de thymol extrait sur les
microorganismes ont montré que l'essence pure est plus active que leurs composés
majoritaires a l'exception de Ps.aeruginosa. Ceci peut étre expliqué par la structure
moléculaire qui semble présenter un rdle aussi important que la présence d’oxygene dans la
molécule de thymol. La caractéristique lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la
propriété hydrophile des groupes fonctionnels sont déterminants vis-a-vis de I’activité
antimicrobienne des tetrpénoides [157]. De facon plus précise, dans les phénols, la présence
de groupe hydroxyle apparait déterminante [158,159]. Enfin, dans les hydrocarbones, la
structure cyclique semble avoir un réle important sur leur activité antimicrobienne [154].

D'une facon générale, ce que I'on peut dire, c'est que I'HE du thym a une meilleure
activité antimicrobienne par rapport a celle de thymol pur. Cette dominance d'activité d'HE
sur celle d'un composant majoritaire confirme bien I'effet de synergie que pourraient
apporter les composants minoritaires a l'activité d'HE. L’efficacité antibactérienne et
antifongique de I’essence de T. fontanesii par rapport a celle de thymol extrait peut étre due
aussi a I’activité synergique entre le thymol et le carvacrol. Ces composés sont présents
dans I’huile de T. fontanesii avec des taux respectifs de 33.60 % et 27.17 %.

La synergie entre ces deux phénols a été constatée dans plusieures études [32,145].
Selon ces observations, il est affirmé que la forte activité antifongique observée chez I'huile
essentielle de notre espece de thym peut étre attribuée seulement au thymol et au carvacrol,

comme elle peut étre le résultat de synergies entre les différents constituants de cette huile.
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Cependant, il est probable que les composés minoritaires agissent de maniére synergique
[18].

Ces résultats corroborent ceux d’autres recherches qui ont montré que ’activité
antimicrobienne d'huiles essentielle de thym est supérieure a celle de son composé
majoritaire (thymol) testé séparément [7,160,161]. Cette dominance d'activité d'HE sur
celle d'un composant majoritaire peut étre expliquée par le fait que les autres composes
présents en trace possédent un réle important en augmentant le pouvoir antimicrobien de
I’huile grace a leurs activités synergiques avec les composés majeurs [112,162]. Donc, des
phénomeénes de synergie entre les différents constituants peuvent étre a I'origine d'une
activité beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les composés majoritaires [6].

Les résultats obtenus ne concordent pas avec ceux trouve par Klaric et al. (2006)
[90] qui ont démontré que le thymol, le constituant majeur des HES de thym (T. vulgaris et
T. pugeloides), avait une activité significativement plus forte que I'HE de T. vulgaris sur
I'ensemble des souches testées. Ils ont constaté que le thymol avait a une activité inhibitrice
trois fois plus forte que I'HE de thym prise dans son ensemble. Cette activité plus
importante de thymol seul (extrait cette fois de Thymus pulegioides) a également été
observée sur différentes souches de Candida ainsi que sur d'autres souches de
dermatophytes [88]. Cette faible activité antimicrobienne de 1’huile essentielle peut
s’expliquer par l'existence des phénomeénes d’antagonisme entre les différents composants
de I’essence naturelle. Cependant une étude menée par Lambert, Skandamis et al., (2001)
[163] ne corrobore pas les effets de synergie mentionnés entre le thymol et le carvacrol .

La présente étude montre que les composés correspondant aux produits
majoritaires des HE ne sont pas nécessairement plus efficaces que les huiles elles-mémes.
Cependant, il existe certainement des phénomenes de synergie ou d’antagonisme entre les
différents composants de 1’essence naturelle.

Il faut déduire aussi que le principe actif des HE réside dans leurs constituants
majoritaires et que la sensibilité des souches vis-a-vis d’'une HE donnée différe donc selon
I’espece, comme elle peut varier selon d’autres criteres. Par exemple, la méthode d’étude
utilisée. Les méthodes utilisées pour évaluer ’activité antimicrobienne des HE sont
différentes et peuvent donner des résultats différents d’une technique a [Dautre
[49,99,131,155,164,165]. Ces constatations démontrent la difficulté de comparer les

résultats publiés a I’heure actuelle.
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CONCLUSION GENERALE

Il a été procéde l'activité antimicrobienne de deux pates pharmaceutiques ’une a
base de I’huile essentielle de Thymus fontanesii et I’autre a base de son thymol extrait.
Cette activité a été évaluée sur des bactéries, des levures et des dermatophytes responsables

de mycoses humaines.

De la premiére partie de cette étude nous pouvons déduire les conclusions suivantes:

- Lacinétique d'extraction d'HE de T. fontanesii & différentes périodes de la cueillette
a montré que le meilleur rendement a été obtenu a la fin de la floraison (juillet/aolte) de la
plante avec 3.9%.

- 1l apparait ainsi une influence du cycle végétatif, non seulement sur le rendement en
HE, mais aussi sur le profil chimique de celle-ci. L'analyse par CPG/SM des HES de thym
nous a permis de constater que les HES analysées étaient caractérisées par une importante
fraction monoterpénique et par la prédominance de composés phénoliques (thymol,
carvacrol).

- Le thymol reste toujours le constituant principal des HES sa plus forte proportion a
été obtenue en début de floraison (77.72%).

- L'analyse des différentes fractions de I'HE de T. fontanesii obtenues par entrainement
a la vapeur d'eau nous a permis de mettre en évidence une évolution dans sa composition
chimique durant I'extraction. D'apres cette étude, nous constatons que les composants
monoterpéniques sont plus volatils que les sésquiterpéniques, ceci est di a leurs faibles
poids moléculaires.

- L'étude comparative entre I'HD et I'EVE nous a permis de constater:

v Une grande similitude des caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques.

v" D'un point de vue quantitatif, I'extraction par HD permet I'obtention d'une HE avec un
rendement supérieur a celui obtenu par EVE (respectivement 3.4% et 3.2%).

v D'un point de vue quantitatif, I'HD est incontestablement une méthode de choix. L'HE
obtenue par EVE est beaucoup plus riche en composés sésquiterpéniques, alors que la
teneur la plus haute en monoterpénes phénoliques a été obtenue par I'HD. Le thymol est,
dans tous les cas, le constituant majeur avec une teneur de 77.72% en HD et 44.31% en
EVE. Le carvacrol n’est présent qu’a un taux de 13.27% en HD et 34.983% en EVE.
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L'ensemble des résultats obtenus au cours de ces études nous a permis de retenir la
méthode d'hydrodistillation comme étant la plus adaptée pour la suite de nos travaux. En
effet, c'est un procédé simple a mettre en ceuvre, beaucoup plus efficace et donne une huile

essentielle plus riche et plus concentrée en thymol.

La deuxiéme étape de notre travail consistait & extraire le thymol selon deux
méthodes d’extractions sélectives (extraction a froid et extraction chimique), et pour
vérifier si I’effet antimicrobien de notre HE est lié seulement au composé majoritaire de
celle-ci, nous avons alors choisi de tester I'activité antimicrobienne de son thymol extrait et
comparé a celle de ’'HE de Thymus fontanesii totale. Donc, dans la deuxiéme partie de
notre étude nous pouvons ressortir les points suivants:

- I'HE de Thymus fontanesii et son thymol extrait ont une forte activité inhibitrice sur
toutes les souches bactériennes et levuriformes testées, mais I'HE du thym présente une
meilleure activité antimicrobienne par rapport a celle de thymol pur. Cette prédominance
de l'activité d'HE sur celle d'un composant majoritaire confirme bien I'effet de synergie que
pourraient apporter les composants minoritaires a l'activité d'HE.

- L'étude qualitative et quantitative de l'activité antimicrobienne de I'HE de notre T.
fontanesii s'est avérée trés intéressante, du fait que nous avons obtenu des résultats positifs
sur toutes les souches utilisées. En effet, cette huile essentielle a exercé une forte activité

bactéricide et fongicide contre toutes les bactéries et les champignons testés.

En se basant sur ces propriétés, nous avons préparé deux mémes formulations
antimicrobiennes dont I'une a base de I'huile essentielle et I'autre a base de thymol extrait.

- La soumission de nos pates a différents tests de qualité (homogeénéité, pH) a montré
gu'elles sont conformes aux normes pharmaceutiques.

L’essai de tolérance locale effectué sur des lapins albinos nous a permis de classer
notre pate a base d'HE comme non irritante (IP = 0.29) tandis que celle a base de thymol
est considérée comme un produit a action légérement irritante pour la peau (IP = 0.70). Les
résultats obtenus montrent la bonne tolérance locale de nos pates formulées chez I'animal.

- L'étude antimicrobienne des pates préparées nous a permis de constater qu'elles ont
une tres forte activité inhibitrice sur toutes les souches utilisées. Elles ont un large spectre
d'action dont les valeurs moyennes de la zone d'inhibition ont été dépassées 37 mm et 50
mm respectivement contre les bactéries et les levures testées. Ainsi, notre pate a base d'HE

inhibe & 100% la croissance des souches dermatophytiques utilisées.
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L'ensemble des résultats microbiologiques obtenus au cours de cette étude nous a
permis de montrer que tous les produits testés possedent une activité antifongique et
antibactérienne tres importante, dans laquelle certaines souches semblent se distinguer par
une sensibilité trés élevée par rapport aux autres,. Concernant la pate a base d'HE nous
remarquons qu’elle a une activité antimicrobienne tres prononcée. Elle exerce un haut

effet antifongique sur la croissance des dermatophytes testés in vitro.

Nous avons conclu donc que la formulation a base de I'huile essentielle de
Thymus fontanesii peut étre utilisée en qualité d’antimicrobienne efficace dans le
traitement des mycoses cutanées. Elle constitue un traitement indiscutablement efficace

des infections cutanées.
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GLOSSAIRE

Actidione : nom commercial du cycloheximide, antibiotique antifongique, qui,
inclus dans les milieux de cultures, inhibe la croissance de nombreuses moisissures.

Agar : polymere de 1’agaroser qui rentre dans la composition des milieux de
culture solide en microbiologie. Aussi appelé gélose.

Absolue : Produit ayant une odeur caractéristique, obtenu a partir d’une concréte,
d’une pommade florale ou d’un rétinoide par extraction a 1’éthanol a température
ambiante. La solution éthanoique obtenue est généralement refroidie et filtréee par
distillation.

Allelopathie: c’est un phénoméne ou de nombreuses espéces végétales
synthétisent des molécules capables d’agir sur le développement des plantes avoisinantes

Anthropophile : se dit d’un champignon qui se développe préférentiellement ou
exclusivement chez 1I’homme. Exemple : les dermatophytes anthropophiles sont des
parasites humains exclusifs.

Antifongique : se dit d’'un médicament qui agit contre les infections provoquées
par les champignons ou les levures parasites. SYN : antimycosigue.

Antiseptique : se dit d’un agent, d’'un médicament propre a prévenir les infections.

Anti-inflammatoire : qui fait dégonfler et diminuer I’irritation. La plupart des anti-
inflammatoires sont aussi des antidouleurs

Antispasmodique : se dit d’un médicament qui calme les spasmes.

Ardme : S’emploie pour caractériser :

- Podeur des corps volatils issus des aliments ou boissons et percue au cours de leur
dégustation ;
- la propriété odorante des aliments et boissons responsable de la flaveur.

Astringent : Se dit d’une substance qui resserre les tissus ou diminue la sécrétion.

Carminatif : qui résorbe les gaz intestinaux

Cellules sécrétrices : les cellules sécrétrices se rencontrent dans 1’épiderme et dans
les tissus plus profonds des végétaux. Ce sont certaines cellules épidermiques de tiges, de
feuilles, de pétales et d’écailles. Elles différent des autres cellules épidermiques par leur
taille plus petite et par ’absence fréquente de cutine dans leurs parois.

Cicatrisant : Se dit d’une substance qui favorise la cicatrisation.

Colite : inflammation du colon.
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Compost : mélange de terre, de chaux, etc., et qui sert d’engrais.

Concrete : Extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une matiére premicre
fraiche d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non aqueux, suivie de
I’élimination de ce solvant par un procédé physique.

Carpelles : définissent les organes reproducteurs femelles formant le pistil ou
gynécée.

Drupe : fruit en partie charnu possédant le plus souvent un seul noyau (ex : cerise).

Dermatophytie : mycose produite par un dermatophyte

Dermatophytide : éruption cutanée d’origine allergique, liée a la présence d’un
dermatophyte a distance. Aussi appelée trichophytide.

Diurétique : qui favorise 1’élimination de 1’urine

Eczéma: syndrome caractérisant plusieurs maladies cutanées, d’origine
immunoallergique mais de mécanismes variables, se manifestant, dans sa forme aigué, par
des lésions rouges, suintantes et trés prurigineuses.

Emeétique : qui provoque des vomissement

Epicarpe : Pellicule, peau qui recouvre un fruit.

Epidermophytie : mycose superficielle de la peau (épiderme) provoquée
habituellement par un dermatophyte.

Epiphyte : qualifie des espéces de végétaux qui vivent sur les troncs, les branches,
les feuilles d’un autre végétal.

Erythéme : affection cutanée donnant lieu a des rougeurs disparaissant a la
pression.

Escarre : nécrose cutanée dans laquelle les tissus mortifiés forment une crolte
noiratre qui se détache spontanément.

Expectorant : qui calme la taux ; favorise I’expulsion des secrétions bronchiques

Fébrifuge : qui enrage la fiévre

Filament mycélien : structure élémentaire du thalle des champignons filamenteux,
d’aspect tubulaire, sept¢ ou non. L’ensemble des filaments mycéliens constitue le
mycélium ou thalle. Synonyme : hyphe.

Filamenteux : qualitatif courant an mycologie pour désigner les champignons qui
produisent des filaments par opposition aux levures au thalle unicellulaire.

Fongique : qui se rapporte aux champignons.

Flaveur : L’ensemble des sensations olfactives et gustatives percues pendant la

consommation d’un produit.
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Géophile : se dit des champignons dont le biotopa habituel est la terre ou le sol.

Glabre : se dit d’une culture ou d’une structure dépourvue de poils.

Hémorroides : varices des veines de 1’anus et du rectum.

Hémostatique : propre a arréter les hémorragies.

Imminostimulant : qui amplifie des réactions de défense de I’organisme

Kératine : scléroprotéine complexe, soufrée, de consistance dure, imperméable,
trés répandue dans le monde animal et parfois présente dans la paroi de certains
champignons. Chez ’homme, la kératine est abondante dans 1I’épiderme (kératinocytes) et
les phaneres (cheveux, poil, ongles).

Kératinophile : se dit de certains champignons présentant une affinité pour la
kératine animale ou humaine. Dans le sol la kératine et aussi présente (fragments de
plumes d’oiseaux, de carapaces d’insectes,...).

Membrane : structure biologique formée de feuilles comportant une bicouche
lipidique ou sont insérées diverses protéines.

Moisissure : terme d’usage courant désignant des champignons filamenteux issus
du sol ou ils vivent habituellement en saprophytes. Certains d’entre eux peuvent cependant
se comporter, chez I’homme ou I’animal, en pathogénes opportunistes.

Monoaperturé : se dit d’un pollen présentant un seul pore (ou fente de sortie).

Mycélium : ensemble des hyphes constitutifs de D’appareil végétatif des
champignons.

Mycete : ce sont des organismes eucaryotes, hétérotrophes, constitués d’un thalle
unicellulaire ou filamenteux et vivant en saprophytes ou parfois en parasites.

Mycose : manifestation provoquée par la présence d’un champignons
microscopique dans 1’organisme. On distingue les mycoses superficielles, et les mycoses
profondes ou systémiques.

Nucelle : tissu de réserve, diploide, d’origine maternelle, il est en général
transitoire et disparait lors de la croissance de I’embryon. S’il persiste dans la graine, il est
alors appelé périsperme.

Ombelle : inflorescence indéfinie dont les fleurs, situées dans le méme plan, sont
portées par des pédoncules partant du méme point. L’ombelle étant axillé par une bractée,
on observe généralement un involucre a la base de I’ombelle (et un involucelle a la base de
I’ombellule).

Ovaire supére : I’ovaire est insérée dans la fleur au dessus des pétales et sépales.
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(Edeme : accumulation anormale de liquide sereux dans les espaces intercellulaires
du tissu conjonctif.

Parasite : étre vivant (animal, végétal, champignon) qui vit aux dépens d’une autre
espece vivante appelée hote.

Parasitisme : comportement propre aux parasites vis-a-vis de leurs hétes.

Perianthe : I’ensemble des pétales (corolle) et des sépales (calice).

Péricarpe : enveloppe du fruit, provenant du développement des parois du
carpelle.

Placentation : désigne la disposition des ovules a I’intérieur de ’ovaire. Une
placentation basilaire indique que les ovules sont fixés a la base des carpelles.

Poches sécrétrices : ce sont des formations anatomiques végétales qui recoivent et
accumulent I’huile essentielle élaborée par les cellules sécrétrices qui les bordent. Les
poches sécrétrices se rencontrent généralement chez les MYRTACEES.

Poils sécréteurs : les poils sécréteurs ont une forme trés variable. L’essence
exsudée du cytoplasme s’accumule dans la paroi externe de la cellule sous la cuticule
qu’elle distend. Les poils sécréteurs se rencontrent le plus souvent chez la famille des
LABIEES;

Pubescent : se dit d’une feuille, d’une tige qui est couverte de poils fins et courts.

Saprophyte : se dit d’un organisme vivant qui se nourrit a partir de substrats
organiques en décomposition (matiere morte).

Sédatif : se dit de toute substance qui agit contre la douleur, I’anxiété, 1’insomnie
ou qui modere I’activité d’un organe.

Teinture : solution obtenue en laissant une certaine quantité de drogue desséchée au
contact d’un solvant pour un temps plus ou moins long

Spore : élément ovoide produit par les bactéries ou les champignons

Sessile : qualifie une fleur, un fruit ou une feuille sans pédoncule ou pétiole.

Spore : élément issu de la reproduction sexuée ou asexuée des champignons et
destiné a assurer la survie du champignon et sa propagation.

Sporulation : aptitude d’un champignon a produire des spores. Synonymes :
reproduction, fructification.

Stipules: petites pieces foliacées, a la base du pétiole, au niveau de son insertion
sur la tige.

Style : partie rétrécie placée entre 1’ovaire et le stigmate.
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Taxon : unité systématique de rang quelconque. Les taxons courants sont le genre,
le sousgenre, I’espéce, la sous-espece, la variéte.

Thalle : ensemble de 1’appareil végétatif et reproducteur d’un champignon. Il peut
etre unicellulaire (levure) ou filamenteux.

Tubercule : organe généralement souterrain de nature caulinaire, renflé, au niveau
duquel sont stockées des réserves.

Ulcération : formation d’ulcere, I’ulcére lui-méme.

Vermifuge : Se dit d’un reméde propre a faire évacuer les vers intestinaux.

Verticille : ensemble d’organes (rameaux, feuilles, piéces florales) disposés en
cercle autour d’un axe, au méme niveau.

Zona : maladie infectieuse, d’origine virale, caractérisée par des eruptions cutanées
localisées sur le trajet des nerfs de sensibiliteé.

Zygomorphe : se dit d’une fleur «irréguliére», i.e. & symétrie non axiale. La

symeétrie est souvent bilatérale ; elle est parfois inexistante.
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ANNAXE 1: STRUCTURE ET MORPHOLOGIE BACTERIENNES

Structure générale d’une bactérie

Figure I: Structure et morphologie bactérienne
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Figure 11 : Structure de la paroi des bactéries a Gram positif.
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Figure 111 : Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif.
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Figure IV : Cibles des antibiotiques
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MENTHA CRISPA L (MENTHE DES JARDINS)

Mentha crispa L

Les parties aériennes de Mentha crispa ont été récoltées durant le mois de mai
(2007) pendant la période de floraison de la plante dans la région de Boumerdes (nord de
I'Algérie). L’extraction a été effectuée par hydrodistillation. La composition chimique de
I'huile essentielle a été déterminée par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a une
Spectromeétrie de Masse (CG/MS). (Voir chromatogramme 9: ANNEXE 3)



Caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle de

Thymus fontanesii

Caractéristiques physiques de I’huile essentielle
Toutes les méthodes d’analyse et les formules présentées dans ce paragraphe
proviennent du recueil de normes AFNOR [17].
Densité a 20°C
Définition
La densité d’une HE est le rapport de la masse d’un volume d’HE a 20°C a celle du

méme volume d’eau distillée a 20°C.

Calcul

Densité relative a température ambiante :

Ora = Mye - Mpy / Mg - Mpy
Mpy : Masse de pycnometre vide

Densité relative a 20°C :
dxo= dra /0,9982 (0,0007 {ta- 20})
Ou:
0,9982 g/ml est la masse volumique de ’eau a 20°C
0,0007 est un facteur correctif

ta: température ambiante

dra: densité a température ambiante

Pouvoir rotatoire a 20°C
Définition

Angle, exprimé en milliradians et / ou degré d’angle, qui tourne le plan de
polarisation d’une radiation lumineuse de longueur d’onde (589,3 nm + 0,3 nm),
correspondant aux raies D du sodium, lorsque celle-ci traverse une épaisseur de 100 mm de

I’HE dans des conditions déterminées de température.



Calcul

Le pouvoir rotatoire, exprimé en degrés d’angle, est donné par 1’équation suivante :

PR=Ax100/L
Ou:
A : valeur de I’angle de rotation en degrés d’angle
L : longueur du tube utilisé en millimetres

Signaler les pouvoirs rotatoires Iévogyres par le signe négatif (-)

Indice de réfraction a 20°C
Définition

Rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de ’angle de réfraction
d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air dans I’HE maintenue
a une température constante. La longueur d'onde spécifiée est (589,3 + 0,3) nm,
correspondant aux radiations D1 et D2 du sodium. = + 0, 0004(t- t) : valeur lue, a la

température t', a laquelle a été effectuée la détermination. t : température de référence.

Calcul

L’indice de réfraction a la température de référence t est :

no' =np" +0,0004 x (t' —t)

Ou la température de référence est de 20°C
Ou:
no': valeur de lecture

t : température de I’HE

Caractéristiques chimiques
Toutes les méthodes d’analyse et les formules présentées dans ce paragraphe

proviennent du recueil de normes AFNOR [17].



Indice d’acide (IA)
Definition

Le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1 gramme d’HE. La neutralisation des acides

libres se fait par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium titrée.

Calcul
IA =56,11xV xC/m

Ou:
V : volume en ml de KOH utilisé
m : masse en g de la prise d’essai
c : concentration exacte de KOH en mol/I
Indice d’ester (IE)
Définition

Le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans 1 gramme d’huile
essentielle.
Calcul

IE=28,05/mx (Vo -Vi)-IA

Ou:
Vo : volume en ml d’HCI pour le blanc ;
V1: volume en ml d’HCI pour la détermination ;
m : masse de la prise d’essai ;

IA : indice d’acide.



Identification thymol extrait

Toutes les méthodes d’analyse et les formules présentées dans ce paragraphe

proviennent du recueil de pharmacopée européenne 4°™ édition [125].

- Point de fusion
- Point d'ébullition

Le thymol peut se caractériser qualitativement par:
Réaction 1: en ajoutant a la solution aqueuse de thymol un demi-volume d'acide acétique
glacial et ensuite, apres mélange, 1 volume d'acide sulfurique monohydraté; si on est en

présence de thymol, la solution se colore en rouge.

Réaction 2: Dissoudrez 0.2g de thymol dans 2 ml de solution alcalin diluée d'hydroxyde
de Na, ajoutez 0.2 ml de chloroforme et chauffez au bain marie, la présence de thymol

s'identifie par I'apparition d'une coloration violette.

Réaction 3: Dissolvez 2 ml environ de thymol dans 1 ml d'acide acétique anhydre, ajoutez
0.15 ml d'acide sulfurique et 0.05 ml d'acide nitrique, il apparait une coloration vert — bleu

en présence de thymol.
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Figure 10 : Chromatogramme de Thymol extrait de I'huile essentielle de T. fontanesii (thymol naturel)




ANNEXE



MILIEUX DE CULTURE

MUELLER-HINTON gélosé (M-H) : (g/1)

Infusion de viande de beeuf....................... 02,0g
Hydrolysat acide de caséine....................... 17.5g
Amidon........oooviiiiiiii 01.5¢
Al 10g
pH: 7.4

Autoclaver pendant 15 min a 115°C

Milieu de MUELLER-HINTON liquide : (g/l)

Infusion de viande de beeuf....................... 02,0g
Hydrolysat acide de caséine......................... 17.5¢
AmIdon.......coiiiiiii e 01.5¢g
pH: 7.4

Autoclaver pendant 15 min a 115°C

Tryptone-soja-agar (TSA): (g/l)

Tryptone. ... ..oovuiiiiiii 15¢
Peptone de soja.........coevviiiiiiiiiiiii S5g
Chlorure de Sodium .............ccoooviiiiiiiin 5¢g
AT ., 15¢

Autoclaver pendant 15 min a 121°C .
Eau physiologique 9% (NaCl)
Sodium Chloride (Fluka).......................oooe O¢

H20 déminéraliS€e. .......ooouueeeeeeeaaeaannn., 1000 ml

Sabouraud gélosé simple (SAB) : (g/l)

NEOPEPIONE. ...vvvetieie e, 10g
GIUCOSE. .. 20g
AGAT. . i 209
pH :5-5,6

Autoclaver pendant 15 min a 115°C..



Sabouraud liquide simple (SAB) : (g/l)

NEOPEPLONE. ...uveeiiie i, 10g
GIUCOSE. .o 20g
pH :5-5,6

Autoclaver pendant 15 min a 115°C..

Sabouraud actidione chlorophénicol (SAC) : (g/l)

NEOPEPLONE. ..uvveie e, 10g
GlUCOSE. .. 20g
AGAT. . i 20g
Actidione..........ooooeiiiiiii 0.5g
Chlorophénicol.............cooviiiiiiiiiiiinn 0.5g
pH : 5-5,6

Autoclaver pendant 15 min a 115°C .

Sabouraud dextrose agar (SDA) : (g/l)
Dextrose .......ccovviiiiiiiiiii ... 40,0g
Peptone from Casein ..........ccoovevveieiencneiiiinins 10,09
AGAT..iiiiiiiiiiiiiiieiiies e 15,0
pH: 5.6 £ 0.2 at 25°C

Autoclaver pendant 15 min a 121°C .

Sabouraud dextrose brouth (liquid): (g/l)
DEXIOSe . .vovevereieieieeeeee e 40,08
Peptone from casein ..........cccoceeveveece e, 10,09
pH: 5.6 + 0.2 at 25°C

Autoclaver pendant 15 min a 121°C .

Mycobiotic Agar : (g/l)

Soy Peptone........ccooeiiiiiiiiii 10 g
DeXtrOSE. .ot 10g
AT I5¢g
Cycloheximide.............cooviiiiiiiii e, 04¢g
Chloramphénicol..............ccooiiiiiiiiii . 0,5g
pH 6,9 + 0,2

Autoclaver pendant 10 min a 105°C .



Milieu de Borelli gélosé : (g/l)

Farinedeblé..............ooiiiiiiii l4¢g
Lait écrémé enpoudre ...........coovvvvvniiinnnnnnnnn, 14 ¢
MiCl PUTL c.oi e 7¢
N . 20¢g
Chloramphénicol.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiii, lg
pH=7+1.

Autoclaver pendant 10 min a 105°C .



Aromatogramme

Principe

L’aromatogramme est une méthode inspirée de 1’antibiogramme qui permet de
déterminer 1’activité inhibitrice d'agents antimicrobiens par la mesure du diametre
d’inhibition autour d’un disque de cellulose imprégné de différents produits a tester [79]
(figure 24). Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension du microorganisme a étudier. On observe ainsi autour des disques une
zone circulaire indemne de colonies, appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette
zone est grand, plus la souche est sensible a I’antimicrobien. Plus il est petit, plus la souche

est résistante.

Figure 24 : Illlustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri
(Zaika, 1988) [127].



