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Résumé de la these

Cette étude vise a approfondir les connaissances sur les huiles essentielles (HES) de trois plantes
aromatiques et médicinales, a savoir Mentha suaveolens, Lavandula stoechas et Ammi visnaga par la
caractérisation de leurs compositions chimiques et 1’é¢tude de leurs pouvoir antimicrobiens, anti-
biofilms, antioxydants et antidiabétiques. Ainsi que de mettre en évidence I’effet antibactérien combiné
de ces HEs, en deéveloppant des formulations optimales contre la formation de biofilm de
Staphylococcus aureus et de Pseudomonas aeruginosa a la surface de I'acier inoxydable (304L SS) par
le biais d'une méthodologie de conception de mélanges.

Dans un premier temps, nous avons procédé a la caractérisation de la composition chimique des trois
HEs obtenues par hydrodistillation a travers la chromatographie en phase gazeuse couplée a une
spectrométrie en masse (CPG-MS). Au total, 47 composés ont été identifiés dans les trois huiles
étudiées. Trente, treize et dix constituants ont été identifiés dans les HEs d’A. visnaga, M. suaveolens
et L. stoechas, respectivement, représentant 98,69 %, 96,17 % et 98,88 % de ces huiles. Les principaux
composants étaient la fenchone (29,77 %) et le camphre (24,9 %) pour I’HE de L. stoechas, et le linalol
(38,29 %) pour I’'HE d’A. visnaga, tandis que I’HE de M. suaveolens était principalement représenté
par I'oxyde de pipéritenone (74,55 %). Ensuite, nous avons évalué I’effet antibactérien des HEs étudiées
par les méthodes de diffusion sur disque, et de micro-dilution et les résultats ont montré que les trois
HEs étudiées possedent des effets bactéricides vis-a-vis des bactéries a Gram positifs et les bactéries a
Gram négatifs. Cependant une sensibilité Gram-dépendant a été également observée. Ensuite, les HES
étudiées ont révélé un potentiel antimicrobien important contre les especes de Candida et les
mycobactéries. Les valeurs de la CMI, de la CMB et de la CMF étaient comprises entre 0,031 et 16%
(v/v). Les rapports CMB/CMI et CMF/CMI étaient généralement inférieurs ou égaux a 4,0 % (v/v), ce
qui indique une efficacité bactéricide et candidicide notable.

Dans un second temps, nous avons procédé a I’évaluation de 1’effet antibactérien combiné de trois HEs
a I’aide de plan d’expériences. L'optimisation de I'effet antibactérien des mélanges a démontré 1'effet
synergique entre les trois HEs. Le mélange optimal prédit contre E. coli, P. aeruginosa et S. aureus
correspondait a 30%/42%/28%, 50%/50%/0%, 43%/30%/27%, des HEs d’A. visnaga, L. stoechas et
M. suaveolens, respectivement. L'évaluation de I'angle de contact a indiqué que les trois HEs et leurs
mélanges optimaux inhibent remarquablement I'adhésion bactérienne de P. aeruginosa et S. aureus par
I'altération des propriétés physico-chimiques de la surface de I'acier inoxydable 304L. Ces résultats
sont confirmés par l'analyse a la microscopie électronique a balayage (MEB), prouvant que la
formulation des HESs est capable d'inhiber plus de 80 % de I'adhésion bactérienne a la surface de l'acier
inoxydable 304L.

Dans la deuxieme partie de cette étude, la capacité antioxydante des HEs a été examinée a l'aide de
quatre tests complémentaires, a savoir les tests DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, et 3-carotene. Les
résultats ont montré que les HEs étudiées possedent des effets antioxydants avec des degrés différents
du pouvoir anti-radicalaire (ABTS et DPPH), réducteur et protecteur de peroxydation de lipides.

Enfin, notre étude a été achevée par I’évaluation de I’activité antidiabétique des trois HEs sélectionnées
a travers leurs actions inhibitrices des activités enzymatiques de 1'a-amylase et de I'a-glucosidase. Les
résultats ont révéleé que toutes les HEs peuvent restreindre les activités des enzymes, I'a-amylase (0,300
+ 0,008 mg/mL<Cls0<0,351 £ 0,04 mg /mL) et de I'a-glucosidase (0,258 + 0,04 mg/mL<Clso< 0,302
0,01 mg /mL) a des faibles doses comparées a I'agent standard utilisé (acarbose).

Ces résultats ont démontré que les plantes testées ont des activités biologiques prometteuses, ce qui
confirme leur usage ethnobotanique et offre des applications potentielles en tant que médicaments.

Mots clés : Mentha suaveolens ; Lavandula stoechas ; Ammi visnaga; formulations antibactériennes;
biofilm ; Modélisation mathématique ; Plan d’expériences.



Abstract

This study aims, first, to extend current knowledge about the essential oils (EOs) of three aromatic and
medicinal plants, namely Mentha suaveolens, Lavandula stoechas and Ammi visnaga, through
characterisation of their chemical compositions and investigation of their antimicrobial, anti-biofilm,
antioxidant and anti-diabetic properties, and, secondly, to demonstrate the combined antibacterial effect
of these EOs, by developing optimal formulations against the formation of Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa biofilms on the surface of stainless steel (304L SS) using a mixture design
methodology.

First, we have characterised the chemical composition of the three EOs obtained by hydrodistillation
using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). A total of 47 compounds were identified in
the three oils. Thirty, thirteen and ten constituents were identified in the EOs of A. visnaga, M.
suaveolens and L. stoechas, respectively, representing 98.69%, 96.17% and 98.88% of these oils. The
main components were fenchone (29.77%) and camphor (24.9%) for L. stoechas EO, and linalool
(38.29%) for A. visnaga EO, while M. suaveolens EO was mainly represented by piperitenone oxide
(74.55%). Then, we have evaluated the antibacterial effect of the studied EOs by disc diffusion and
micro-dilution methods and the results showed that the studied EOs had bactericidal effects on Gram-
positive and Gram-negative bacteria. Gram-dependent sensitivity was also observed. The MIC, MBC
and CMF values were ranged from 0.031 to 16% (v/v). Moreover, the MBC/MIC and MFC/MIC ratios
were generally less than or equal to 4.0% (v/v), indicating significant bactericidal and candidicidal
efficacy.

Secondly, we have assessed the combined antibacterial effect of three EOs using experimental design.
The optimisation of the antibacterial effect of the mixtures demonstrated the synergistic effect between
the three EOs. The optimal mixture predicted against E. coli, P. aeruginosa and S. aureus corresponded
to 30%/42%/28%, 50%/50%/0%, 43%/30%/27%, of A. visnaga, L. stoechas and M. suaveolens EOs,
respectively. Evaluation of the contact angle indicated that the three EOs and their optimal mixtures
remarkably inhibited bacterial adhesion of P. aeruginosa and S. aureus by altering the physico-
chemical properties of the 304L stainless steel surface. These results are confirmed by scanning electron
microscopy (SEM) analysis, proving that the EOs formulation is capable to inhibit more than 80% of
bacterial adhesion to the surface of 304L stainless steel.

In the second part of this study, the antioxidant capacity of the EOs was examined using four
complementary tests, namely the DPPH, ABTS, reducing power and B-carotene tests. The results
showed that the studied EOs possess antioxidant effects with different degrees of free radical
scavenging (ABTS and DPPH), reducing and lipid peroxidation protective capacity.

Finally, our study was completed by evaluating the anti-diabetic activity of the three selected EOs
through their inhibitory actions on the enzymatic activities of a-amylase and a-glucosidase. The results
revealed that all the EOs can restrict the activities of both a-amylase (0.300 £ 0.008 mg/mL <ICso<
0.351 + 0.04 mg/mL) and a-glucosidase enzymes (0.258 + 0.04 mg/mL <ICso< 0.302 + 0.01 mg /mL)
at low doses compared with the standard agent used (acarbose).

These results demonstrated that the studied plants possess valuable biological properties, validating
their ethnomedicinal value and providing potential applications as natural drugs.

Keywords: Mentha suaveolens; Lavandula stoechas; Ammi visnaga; antibacterial formulations; biofilm;
mathematical modeling; experimental design.
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Le développement de la résistance aux antimicrobiens (RAM) est devenu un probléme majeur de
santé publique dans le monde entier, d'ou la nécessité croissante de trouver des agents
antimicrobiens nouveaux et efficaces (Achinas et al., 2019). Les antibiotiques actuels perdent de
leur efficacité et peu de nouveaux médicaments sont mis au point pour les remplacer. Selon
I'Organisation mondiale de la sante (OMS), laRAM est responsable de 700 000 déces chaque année
et devrait devenir I'une des principales causes de décés dans le monde d'ici 2050 (OMS, 2018). Ce
probléme est exacerbé par l'utilisation excessive et abusive des antibiotiques chez I'nomme et
I'animal, qui a conduit a la sélection de souches bactériennes résistantes (Otokunefor et al., 2023).
Par ailleurs, les bactéries formant des biofilms occupent une place importante dans les infections
hospitaliéres associées a une morbidité et une mortalité élevées en raison des options
thérapeutiques limitées (Heidari et al., 2022). Les biofilms sont récalcitrants a I'antibiothérapie et
constituent une cause majeure d'infections persistantes et récurrentes par des agents pathogénes
dans le monde entier (Abebe, 2020; Alibi et al., 2020). En effet, la formation de biofilms et
I'encastrement ultérieur des cellules bactériennes dans une matrice complexe peuvent renforcer la
résistance aux antimicrobiens et aux désinfectants, ce qui rend ces microorganismes difficiles a
éradiquer et a contrbler (Achinas et al., 2019; Craft et al., 2019). La matrice de substances
polymériques extracellulaires (EPS) protége les bactéries des antibiotiques, empéchant ainsi la
pénétration de ces derniers a des concentrations bactéricides (Roy et al., 2022). Les bactéries
présentes dans un biofilm sont plusieurs fois plus résistantes aux antibiotiques que les bactéries
planctoniques. Par exemple, les biofilms peuvent tolérer des agents antimicrobiens a des
concentrations de 10 a 1000 fois supérieures a celles nécessaires pour inactiver des bactéries
planctoniques génétiquement équivalentes (Myszka et Czaczyk, 2011).

L'adhésion bactérienne aux surfaces des matériaux, qui conduit a la formation de biofilms,
constitue un probleme sérieux pour différentes applications biomédicales et industrielles (Bridier
et al., 2015; Shi et Zhu, 2009). De maniére genérale, I'adhésion est considérée comme la phase
initiale du processus d'établissement des biofilms, c'est-a-dire I'attachement non spécifique et
réversible des micro-organismes aux surfaces (Floyd et al., 2017; Klan¢nik et al., 2021). Toutefois,
plusieurs travaux ont montré que l'acier inoxydable 304L était vulnérable a la corrosion
microbiologique, dans laquelle les microbes s'attachent aux surfaces des matériaux pour former des
biofilms. Cela peut produire ou accélérer le processus de corrosion via l'interaction interfaciale

avec les actions métaboliques des microbes (Dong et al., 2020).
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Pour lutter contre le processus de corrosion de I'acier inoxydable, il est essentiel de cibler la phase
cruciale du développement du biofilm, & savoir I'étape d'adhésion. Elle se caractérise par des
connexions intercellulaires et des interactions cellule-surface (Huang et al., 2022).

Le terme "mélange™ peut revétir diverses significations selon le contexte, notamment en fonction
de son utilisation et de sa production. De plus, il est possible de catégoriser les mélanges en binaires
(composeés de deux composants), ternaires (composés de trois composants), et ainsi de suite, en
fonction de leur complexité. En realité, la combinaison de ces composants peut engendrer une
interaction additive, synergique ou antagoniste (Fadil et al., 2022). Une interaction est dite additive
lorsque son effet combiné est la somme des actions de chaque composant de maniere indépendante,
synergique lorsque I'effet combiné est supérieur a la somme des actions individuelles, tandis qu'elle
est antagoniste lorsque I'effet combiné est inférieur a la somme des actions individuelles (Chraibi
et al., 2023). Au cours des vingt dernieres années, l'utilisation de mélanges dans I'industrie
alimentaire a suscité un intérét croissant. En effet, la formulation d'un produit donné doit prendre
en considération les composants utilises, en particulier leur proportion relative dans le melange
(Fadil et al., 2022, EI Hachlafi et al., 2023). L'application d'une méthodologie d'optimisation des
mélanges pourrait avoir diverses applications technologiques dans le domaine alimentaire,
contribuant ainsi a prolonger la durée de conservation des aliments, a améliorer I'emballage actif
et a rehausser les propriétés sensorielles des produits (Mahmud et al., 2022). En outre, I'utilisation
d'une approche de conception de mélange permet de réduire le nombre d'expériences et de prédire
avec précision la combinaison optimale des HEs (Ez-zoubi et al., 2022).

En outre, le stress oxydatif déclenché par les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ou les radicaux
libres s'est avéré étre a l'origine de complications importantes pour la santé, en particulier chez les
personnes atteintes de diabéte (Forman et Zhang, 2021). Ce dernier est un trouble métabolique tres
répandu dans le monde, en particulier dans les pays en développement comme le Maroc. Il constitue
un veritable fléau social dont les conséquences en termes de morbidité et de mortalité sont séveéres.
En effet, le pourcentage de citoyens marocains diabétiques dépasse 12,4 % de I'ensemble de la
population (OMS, 2016), soit environ deux millions de personnes agees de plus de 18 ans dont
50% ne connaissent pas leur maladie (MS, 2013). Ce qui engendre plus de 12 000 déces par an et
indirectement 32 000 déces supplémentaires (OMS, 2016).

Depuis I'Antiquité, un grand nombre de plantes ont été utilisées par I'nomme pour traiter divers

problemes de santé. En fait, plusieurs sociétés ont eu recours a la nature, et principalement aux
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plantes médicinales, comme sources meédicales et sanitaires (Eddouks et al., 2002; Giannenas et
al., 2020). Aujourd'hui, un grand pourcentage de la population mondiale, en particulier dans les
pays en développement, utilise ces plantes pour faire face aux besoins primaires d'assistance
médicale. 1l est estimé que dans les pays en développement, environ 80% de la population dépend
des produits des plantes médicinales pour I'automédication (OMS, 2013).

Au Maroc, comme dans d'autres pays en développement, les plantes continuent de satisfaire un
besoin thérapeutique important malgré le développement du systéme sanitaire moderne (Ajjoun et
al., 2022; Bencheikh et al., 2021). Ces pratiques médicales populaires, bien ancrées dans la culture
de cette société, étaient liées a la diversité ethnique, a I'histoire ancienne, aux croyances et aux
conditions socioculturelles (Bellakhdar, 1997). Le Maroc posséde non seulement une grande
diversité culturelle, mais aussi une biodiversité végetale importante. Selon les derniéres
statistiques, la flore vasculaire du Maroc est estimée a 3913 especes regroupées en 155 familles et
981 genres (Fakchich et Elachouri, 2021). Par ailleurs, le nombre de taxons endémiques strictement
Marocains est d'environ 640, représentant 16,3% de la flore totale nationale (Salhi et al., 2010).
Dans ce pays, la diversité de la flore a fourni de riches sources des plantes aromatiques et
médicinales (environ 800 espéces), qui ont longtemps €té utilisées par les cultures marocaines, et
représente donc une médecine traditionnelle remarquable (Chaachouay et al., 2022).

Face a ce constat, le défi consiste a valoriser cette richesse tout en protégeant et en conservant les
ressources naturelles par une utilisation rationnelle des plantes aromatiques et médicinales, en
particulier leurs huiles essentielles (HES). Les HES sont des métabolites secondaires qui jouent un
réle majeur dans l'adaptation des plantes a leur environnement en les protégeant contre les
herbivores et les agents pathogenes (Angane et al., 2022; Gandhi et al., 2023).

Ce travail a été mené dans le cadre d’une thése de doctorat réalisée au sein du laboratoire de
biotechnologie microbienne et molécules bioactives et a pour objectif d’une part a approfondir les
connaissances sur huiles essentielles de trois plantes aromatiques et médicinales, a savoir Mentha
suaveolens, Lavandula stoechas et Ammi visnaga par la caractérisation de leurs compositions
chimiques et I’étude de leurs pouvoir antimicrobiens, antibiofilms, antioxydants et antidiabétiques,
et d’autre part, a mettre en évidence 1’effet antibactérien combinatoire de ces HEs, en développant
des formulations optimales contre la formation de biofilm de Staphylococcus aureus et de
Pseudomonas aeruginosa a la surface de l'acier inoxydable (304L SS) par le biais d'une

méthodologie de conception de mélanges.
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Pour atteindre ces objectifs, notre travail de recherche sera structuré de facon graduelle en 7 axes :
Le 1°" axe reporte une étude bibliographique traitant les différentes connaissances liées aux HEs,
de la définition, la chimie et voie de biosynthéses, 1’extraction, facteurs influengant la composition
chimique, jusqu’aux différentes mécanismes d’action. De plus, un rappel sur leurs propriétes
antimicrobiennes, antioxydantes, antibiofilms, antidiabétiques est présenté. Ainsi que la
description des caractéres botaniques et la systématique des trois especes vegétales étudiees, leur
répartition géographique, et finalement un apergu global sur 1’état des connaissances des plantes
médicinales étudiées.

Le 2™ axe comporte la récolte, I’extraction, I’analyse de la composition chimique des trois huiles
essentielles par chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (CPG/SM), afin
d’identifier le chémotype de chaque HE.

Le 3%M axe décrit 1’évaluation de ’activité antimicrobienne contre 12 souches et la détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration minimale bactéricide
(CMB) /fongicide (CMF) et de I’effet bactéricide (fongicide)/ bactériostatique (fongistatique).

Le 4° axe développe les formulations des HEs étudiées afin d’optimiser leurs effets
antibactériens, en se basant sur la détermination de la CMI des mélanges établis a ’aide d'une
méthodologie de conception de mélanges.

Le 5°™ axe traite I’effet antibiofilm / antiadhésif des HEs pures et leurs formulations optimales
développées dans 1’axe précédent contre les souches Staphylococcus aureus et de Pseudomonas
aeruginosa formé a la surface de I'acier inoxydable (304L SS).

Le 6™ axe décrit |'activité antioxydante des HEs étudiées a l'aide de quatre tests complémentaires :
les tests 2,2'-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique (ABTS), pouvoir réducteur, et B-carotene.

Le 7°™ axe donne un apercu sur 1’activité antidiabétique in vitro des HEs étudiées a travers leurs
actions inhibitrices des activités enzymatiques de I'a-amylase et de I'a-glucosidase.

A la fin, le manuscrit est terminé par une conclusion générale et une présentation des perspectives

envisagees.
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I. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) sont des métabolites secondaires des plantes, indispensables aux
mécanismes de leur survie, produites et stockées dans des structures sécrétoires spécialisées
réparties dans toute la plante (Jugreet et al., 2020). Les HEs sont des composés organiques volatils
naturels présents dans toutes les parties de la plante (graines, fleurs, tige, écorc et feuilles, ect)
(Bhavaniramya et al., 2019a). Le niveau de leur sécrétion dépend du stade phénologique de la
plante (Tohidi et al., 2019). A la fin du XIXe siécle, les HEs ont été incluses en tant que
médicaments en raison de leurs vastes propriétés thérapeutiques. Environ 3000 HEs ont été
répertoriées précédemment et prés de 350 HEs sont souvent utilisées dans les parfums pour leur
ardbme excessif (Gandhi et al., 2023). Parmi les composés actifs des HES, on trouve diverses classes
chimiques, telles que les alcools, les aldéhydes, les éthers, les cétones, les esters, les phénols, et les
terpénes (monoterpenes, sesquiterpénes) (Bouyahya et al., 2021; Jassbi et al., 2012; Mahboubi,
2021; Tohidi et al., 2019).

1. Chimie des huiles essentielles

Les HEs sont des mélanges complexes, constituées de composés organiques volatils, généralement
de faible poids moléculaire. La pression de vapeur suffisamment élevée des HEs a la pression
atmosphérique et a la température ambiante, les rend partiellement a I'état de vapeur (Dhifi et al.,
2016). Généralement, les HEs contiennent environ 20 a 60 composants, voire plus de 100
composants individuels, a des concentrations trés différentes ; deux ou trois d'entre eux sont des
composants majeurs a des concentrations assez élevées (20 a 70 %), tandis que d'autres sont
présents a I'état de traces (Osaili et al., 2023). Les principaux constituants des HEs peuvent étre
classés en deux familles structurelles en fonction de leur squelette hydrocarboné, a savoir (1) les
terpénoides, produits par la combinaison de deux (monoterpéne), trois (sesquiterpéne) ou guatre
(diterpene) unités isoprenes, et (2) les phénylpropanoides. Cependant, les deux familles sont
constituées de composés phénoliques, parfois identifiés comme des constituants primaires de
plusieurs HEs (Nieto et al., 2018).

Les phénylpropanoides et les terpénoides ont des précurseurs métaboliques primaires distincts et

sont biosynthétisés par des voies différentes (Sadgrove et al., 2022).
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1.1 Biosynthese des terpénes
Les précurseurs de I'isoprene, de l'isopentényle et du diphosphate de diméthylallyle sont produits
par deux voies biochimiques distinctes, a savoir les voies de I'acide mévalonique (MVA) (figure

1) et du 2C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate (MEP) (Bergman et al., 2019).
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Figure 1. Etapes biosynthétiques de la voie de I'acide mévalonique pour la synthese des terpenes
(adapté par El Hachlafi Naoufal).

La voie MVA est active chez tous les eucaryotes, mais la voie MEP est limitée a une sélection
d'organismes, notamment les algues et les plantes supérieures (Zhao et al., 2013). La voie MVA

commence par la condensation de petits groupes acétyles clivés a partir de I'acétyl coenzyme A,

une molécule de plus grande taille.
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La condensation des groupes acétyles a partir de deux unités de carbone pour produire des chaines
diketides justifie la formation des alcanes naturels avec des hombres pairs de carbone (Zhao et al.,
2013). Cependant, dans la synthése des terpenes, la condensation s'arréte a six carbones. Aprés la
formation du 5-phosphate ou du diphosphate de mévalonate, I'élimination enzymatique du groupe
acide ionisé supprime un carbone, réduisant I'intermédiaire a une unité 2-methyl a cing carbones,

qui est l'unité fondamentale de tous les terpénes (Bergman et al., 2019).

1.2 Biosynthese des phénylpropanoides

La voie du shikimate responsable de la biosynthése de tous les phénylpropanoides, est
principalement active dans les plastes, d'ou proviennent plusieurs des enzymes primaires (Vogt,
2010). La voie du shikimate produit de nombreuses classes de composés, comme les phénols, les
phloroglucinols, la lignine, les flavonoides, les acides aminés, etc. Plusieurs étapes importantes
dirigent la synthese vers les phénylpropénes (Sadgrove et al., 2022). Un exemple de cette étape est
la conversion de la phénylalanine ou de la tyrosine, modulée par les acides aminés aromatiques
lyases. Le cinnamate qui en résulte est ensuite converti en p-coumaroyle par I'enzyme "cinnamate
4-hydroxylase", puis le coenzyme A est estérifié sur le groupe acide par la 4-coumaroyl CoA ligase
(figure 2) (Lombard and Moreira, 2011).
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Figure 2. Voie de biosynthese de I'acide shikimique produisant des phénylpropanoides.
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La diversité des composés organiques volatils de cette famille est ensuite contrdlée par les
différents génes spécifiques au genre codant pour les oxygénases, les réductases et les transférases
qui créent les groupes fonctionnels responsables de cette diversité (Santos-Sanchez et al., 2019).

2. Extraction des huiles essentielles

Les HEs sont utilisées dans une large gamme de produits commerciaux, notamment les détergents,
les savons, les cosmétiques, les produits pharmaceutiques, les parfums et les fongicides. Le
développement et l'utilisation des HEs et des parfums dans le monde entier connaissent une
croissance rapide. Le processus de production est un élément important pour améliorer la qualité
et le rendement des HEs (Jugreet et al., 2020; Osaili et al., 2023), qui sont produites par de
nombreuses techniques d'extraction a partir de matiéres premieres végeétales. Les techniques
d’extraction comprennent 1'hydrodistillation, la distillation a la vapeur, I'extraction par solvant, la

cohobation et la macération, etc (Reyes-Jurado et al., 2020).

Toutefois, ces techniques présentent certains inconvénients tels qu'une faible efficacité, un temps
d'extraction long, une perte de composés volatils, une dégradation des composés insaturés et des
résidus de solvants toxiques (Tavakolpour et al., 2017). Des techniques alternatives et avancées
telles que le fluide supercritique, I'extraction assistée par micro-ondes et I'extraction assistée par

ultrasons ont été développées pour surmonter les problémes susmentionnés (Chemat et al., 2017).

3. Facteurs influencant la composition chimique des HEs

Différentes techniques peuvent étre utilisées pour extraire les HEs selon les variétés des plantes et
selon I’hydrophobie/hydophilie des composants recherchés, sans oublier 1’état et la localisation de
ces plantes. La méthode d'extraction est I'un des principaux facteurs qui déterminent la qualité des
HEs (Burt, 2004; Tavakolpour et al., 2017). Des méthodes et des procédés d'extraction inappropriés
peuvent entrainer la destruction ou la modification des constituants chimiques des HES, ce qui se
traduit par la perte de leurs propriétés biologiques et naturelles. Dans les cas extrémes, il peut se
produire une décoloration, une altération de la saveur et des changements physiques qu'il convient

d'éviter lors de I'extraction des HEs (Pateiro et al., 2018).

Le changement de I'environnement géographique est un facteur clé qui affecte I'écosysteme. Sous
I'influence des facteurs environnementaux, les HEs extraites des mémes parties des mémes plantes
dans différentes régions peuvent présenter des différences significatives en termes de composition

chimique et de qualité (El-Tarabily et al., 2021).
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L'effet du cycle de croissance des plantes sur la composition chimique des HEs extraites des plantes
a été signalé dans des études antérieures (Ni et al., 2021). Les effets de trois phases de croissance
différentes de Daucus sahariensis Murb. sur la composition et le rendement des HEs ont été
examinés par le biais d'une analyse GC-MS (Flamini et al., 2013). En outre, les hydrocarbures
monoterpéniques étaient plus représentatifs dans les huiles de plantes collectées au stade du
bourgeon et de la floraison entiere. En revanche, au cours de la période fructifére, I'huile contenait
principalement du phénylpropane (Flamini et al., 2013). Alors que la teneur en myrcéene a diminué
de maniere significative entre le stade de croissance et le stade de reproduction. Par ailleurs, au
stade de floraison (0,27%), le rendement en huile était assez faible, mais il a augmenté rapidement
au cours du développement de la plante. Les rendements de la floraison et de la fructification étaient
respectivement de 0,63% et 0,68% (Flamini et al., 2013).

Le processus de séchage est également indispensable a l'extraction des HEs. La durée et la
température du séchage peuvent affecter la composition quantitative et qualitative des HEs (Ni et
al., 2021). De nombreuses méthodes de séchage ont été utilisées a ce jour, notamment les séchages
a temperature ambiante, par ventilation, a la chaleur ainsi que la lyophilisation (Mighri et al., 2009).
Le choix du processus de sechage approprié peut avoir un impact significatif sur la qualité finale
des HEs.

4. Pouvoir antimicrobien des HEs

4.1 Résistance aux antimicrobiens

Les agents antimicrobiens sont utilisés depuis des siécles. En effet, a la fin des années 1920,
Alexander Fleming a découvert la pénicilline, qui a été par la suite préparée pour étre utilisée dans
les traitements depuis les années 1940 (Ventola, 2015). Ensuite, divers antibiotiques disponibles
sur le marché ont été rapidement utilisés pour traiter les maladies infectieuses (Debabov, 2013;
Kimera et al., 2020). Fleming a prédit la résistance aux antimicrobiens en pensant que « l'utilisation
inappropriée de la pénicilline pourrait entrainer la mutation de Staphylococcus aureus, ce qui se
traduirait par des infections plus graves et la transmission de souches réesistantes d'un hote a l'autre »
(Rosenblatt-Farrell, 2009; Veepanattu et al., 2020). Dans les années 1940, la résistance a la
pénicilline a été démontrée (Ventola, 2015). De nombreuses souches de Staphylococcus sont
devenues résistantes a la pénicilline (Lobanovska et Pilla, 2017), et rapidement > 50 % des souches

étaient resistantes (Alanis, 2005).
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La production mondiale annuelle d'antibiotiques est d’environ 100 000 tonnes (Martens et Demain,
2017), six tonnes étant utilisées toutes les 30 minutes (Tanwar et al., 2014). Non seulement S.
aureus a acquis une résistance, mais de nombreuses souches sont devenues multirésistantes (MDR)
(Nikaido, 2009). La multirésistance (MDR) est une tolérance d’un agent infectieux a trois familles

d’agents antimicrobiens (Magiorakos et al., 2012).

Dans le monde entier, la prolifération rapide des souches MDR entraine I'apparition de plusieurs
infections nosocomiales graves. De plus en plus, les micro-organismes échappent au contrdle des
agents antimicrobiens, ce qui entraine une gestion inefficace, une persistance et une propagation
de l'infection (Tanwar et al., 2014). Aux Etats-Unis, on dénombre chaque année plus de 63 000
infections bactériennes nosocomiales mortelles (Aminov, 2010). Au sein de I'Union européenne,
les infections MDR sont a I'origine d'environ 25 000 décés de patients par an (Mahnert et al., 2019).
Les infections 8 MDR augmentent les colts des soins de santé et diminuent la productivité, avec
un colt annuel d'environ 1,5 milliard d'euros chaque année (Mahnert et al., 2019). A I'échelle
mondiale, MDR pourrait entrainer plus de 10 millions de décés par an d'ici 2050, dépassant le
cancer comme principale cause de déces (O’Neill et al., 2014). En conséquence, des mesures
doivent étre prises immédiatement contre la menace de MDR (Nikaido, 2009). En outre, le controle
des bactéries MDR nécessite des découvertes thérapeutiques cruciales, un meilleur contréle des

infections et des pratiques antimicrobiennes avancées (Santajit and Indrawattana, 2016).

4.2 Causes majeures de la résistance aux antimicrobiens

La cause la plus importante de la multirésistance est 1’utilisation inappropriée et la surutilisation
des antibiotiques (Nikaido, 2009). Depuis l'introduction des antibiotiques, leur consommation
abondante a joué un role énorme dans le développement de MDR (Ventola, 2015). La résistance
génétique naturelle, les biocides et les métaux y contribuent aussi (Singer et al., 2016). En effet,
les biocides provenant des déchets ménagers, des eaux de drainage et des émissions des routes et
du trafic, tels que la chlorhexidine, I'éthanol, le formaldéhyde, les métaux, les composés
d'ammonium quaternaire et le triclosan, favorisent la co-sélection des genes qui promeuvent la
résistance (Singer et al., 2016). La résistance aux antimicrobiens a également été exacerbée par
I'exposition excessive aux antimicrobiens dans l'agriculture. La plupart de ces antimicrobiens sont
similaires, voire identiques, a ceux utilisés en clinique. La principale voie de transmission

des MDR est la chaine alimentaire (Zaman et al., 2017), car des doses sublétales d'antibiotiques
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sont constamment utilisées dans l'agriculture, I'élevage et la péche pour traiter les infections,
prévenir les maladies et stimuler la croissance (Zaman et al., 2017). Il en résulte une microflore

intestinale tres résistante aux antibiotiques (Gupta et Deka, 2018).

4.3 Mécanismes de résistance bactérienne

La résistance bactérienne dépend de I'efficacité des produits antimicrobiens et sur les mécanismes
de résistance des micro-organismes (Levy et Marshall, 2004). De nombreux mécanismes de
résistance ont eté décrits, et malheureusement, plusieurs antibiotiques n'ont surmontés I'un de ces
mécanismes (Gupta et Deka, 2018). La résistance est basée sur la génétique bactérienne et/ou le
mécanisme (Munita et Arias, 2016). La résistance génétique peut étre acquise ou intrinséque
(Peterson et Kaur, 2018). Les tactiques intrinséques comprennent l'utilisation de pompes d'efflux
génériques pour faire sortir les antimicrobiens de la cellule, I'inactivation enzymatique du
médicament et la diminution de la perméabilité qui réduit la pénétration (Peiffer-Smadja et al.,
2020). Les mécanismes acquis comprennent des enzymes qui modifient les médicaments et I'efflux
code par des plasmides (Peterson et Kaur, 2018). Des voies métaboliques alternatives peuvent
également étre utilisées par les bactéries pour modifier la cible des médicaments et empécher leur
fixation (Tenover, 2006), ou I'enzyme cible est surexprimée pour réduire I'impact de I'inhibition de
I'antibiotique (Palmer et al., 2007). Les différents mécanismes de la résistance bactérienne aux

antibiotiques sont illustrés dans la figure 3.
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Figure 3. Différents mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques
(adapté par El Hachlafi Naoufal).
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4.4 Biofilms

Les biofilms sont constitués de bactéries en populations denses et sont protégés par une matrice
exopolymere robuste irréversiblement attachée a une surface. La formation de biofilms entraine
I'échec des agents antimicrobiens, et 60 & 75 % des infections peuvent étre dues a la formation de
biofilms (El-Tarabily et al., 2021; Palmer et al., 2007). Les biofilms sont considérés comme des
salissures biologiques dans le contexte des surfaces industrielles artificielles, mais ils ont également

été impliqués dans des infections bactériennes chroniques (Koo et al., 2017).

La capacité a former un biofilm est une préoccupation importante, et la résistance d'un biofilm est

soutenue par des mécanismes génétiques, physiques et physiologiques (Ciofu et Tolker-Nielsen,
2019). Les cellules bactériennes a l'intérieur des biofilms sont plus résistantes a la présence de
conditions de stress ou aux systemes immunitaires de I'hdte. La formation d'un biofilm bactérien
est induite par la communication via le quorum sensing (QS), le mécanisme de signalisation
chimique intercellulaire utilisé pour contrdler la densité cellulaire (Gerdt et Blackwell, 2014). Les
biofilms nécessitent une densité suffisante pour induire une accumulation de signaux QS qui se
traduira ensuite par I'expression de genes. De nombreux génes activés par le QS sont bénéfiques,
par exemple pour la sécrétion de protéases, de sidérophores et de toxines (Gerdt et Blackwell,
2014).

4.4.1 Etapes de la formation des biofilms
La formation et la survie des biofilms se font par attachement (adhésion)/détachement, croissance

et maturation (Peiffer-Smadja et al., 2020).

L’adhésion dépendant de nombreux facteurs pour un développement réussi (Gerdt et Blackwell,
2014). Les biofilms ont besoin d'un flux constant de nutriments a I'intérieur du biofilm et de déchets
a l'extérieur du biofilm. En outre, une communication efficace au sein du biofilm est nécessaire.
Pour terminer le cycle, le détachement des cellules est nécessaire pour commencer un nouveau
cycle. Les biofilms contiennent souvent un melange d'especes (Shi et Zhu, 2009), ce qui nécessite
un QS, une coopération métabolique et des interactions compétitives ou synergiques (El-Tarabily

et al., 2021). Les étapes de la formation d'un biofilm sont décrites dans la figure 4.
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Espéce bactérienne
planctonique

Attachement Croissance en surface Maturation Dispersion

(Adhésion)
Figure 4. Etapes de la formation des biofilms (adapté par El Hachlafi Naoufal).

a. Attachement
L'attachement bactérien nécessite une surface hydrophobe idéale présentant une rugosité a I'échelle
nano ou micro pour déclencher les facteurs de détection de surface qui contrélent I'adhérence
(Ciofu et Tolker-Nielsen, 2019). Avec une charge négative globale, les surfaces naturelles ont une
force répulsive envers les charges électrostatiques utilisées pour I'adhésion bactérienne. Les forces
attractives telles que les forces acido-basiques de Lewis, les forces de Lifshitz-van der Waals et les
forces hydrophobes sont utilisées pour I'adhésion (Van-Merode et al., 2006). Le transport convectif
dans un fluide en vrac, le mouvement brownien ou la sédimentation par gravité spécifique
transportent les bactéries vers les surfaces (Palmer et al., 2017). La formation d'un biofilm
commence par une cellule bactérienne planctonique qui forme une attache polaire réversible et
s'aligne a plat sur la surface pour résister a I'enlevement (Bridier et al., 2015). Chez les bactéries
flagellées, le détachement du flagelle, médié par le diguanylate cycliqgue, commence apres

I'attachement, alors que I'agrégation des cellules commence (Lakoh et al., 2020).
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Une organisation intercellulaire solide est nécessaire pour I'attachement irréversible des cellules,
impliquant des protéines de liaison, I'nydrolyse enzymatique des molécules d'adhésion et
I'adsorption de protéines (Heidari et al., 2022). Les processus d'attachement sont régulés par les
niveaux de carbone et d'oxygéne, le pH, le débit, la disponibilité des nutriments et la température
(Abebe, 2020).

b. Croissance et maturation

Le début de la croissance du biofilm implique une induction du QS, le développement de micro-
colonies et la formation d'un revétement polymere extracellulaire, conduisant a une structure 3D
d'amas cellulaires (Arunasri et Mohan, 2019; Toyofuku et al., 2016). Les micro-colonies s'étendent
a mesure que les cellules se répliquent par division cellulaire (Toyofuku et al., 2016) et générent
des composants extracellulaires, formant un revétement de glycoprotéines/glycolipides, a la suite
de l'interaction avec les matériaux organiques et inorganiques (EI Omari et al., 2022). La matrice
exopolysaccharidique (EPS), semblable a un gel, a une forte teneur en eau. L'une des fonctions de
I'EPS est de protéger les cellules microbiennes de la dessiccation (Achinas et al., 2019). Les
biopolymeres de I'EPS se composent de glycoprotéines, de protéines, de polysaccharides, d'/ADN
extracellulaire et de glycolipides avec des canaux pour le transport des nutriments et de l'eau, et
I'élimination des déchets (Arunasri et Mohan, 2019). Un doublement de la masse d'EPS se produit
souvent a lI'approche de la maturation (Jiao et al., 2010), mais il dépend de la souche bactérienne et

des facteurs environnementaux (Kimera et al., 2020).

c. Détachement et dispersion

Le détachement et la dispersion des biofilms se produisent quand la synthése des composés de la
matrice est interrompu, activant la dégradation de la matrice du biofilm et perturbant les liens
covalents entre les composants de la matrice (Jiao et al., 2010). La dispersion, le détachement ou
la désorption sont des moyens par lesquels les bactéries peuvent quitter activement ou passivement
un biofilm (Abebe, 2020). Les cellules bactériennes s'échappent activement et sont influencées par
des forces externes, notamment la prédation, le cisaillement des fluides et l'intervention humaine,
y compris l'abrasion et I'érosion (Klan¢nik et al., 2021). Ces types de mécanismes de fuite sont
géneralement induits par des pressions de sélection bactériennes et une stratégie de survie établie
(Kimera et al., 2020). Lorsque la masse critique est atteinte, la couche externe du biofilm connait

un équilibre dynamique et des cellules planctoniques sont générées (Palmer et al., 2007).
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La libération des cellules des couches externes d'un biofilm est une méthode standard de
détachement, mais I'évasion se produit également a l'intérieur du biofilm par dispersion. Les

cellules se déplacent librement vers la surface de la colonie et le cycle se répéte (Roy et al., 2022).
4.4.2 Tolérance du biofilm

La couche d'EPS sécrétée pendant la maturation est la principale cause de la tolérance du biofilm
aux antimicrobiens ; car elle protege le biofilm et empéche ou retarde l'infiltration des
antimicrobiens (Heidari et al., 2022). Une croissance lente du biofilm peut également réduire la
pénétration des agents antimicrobien (EI Omari et al., 2022). La limitation des nutriments entraine
une réduction du taux de croissance, ce qui augmente la résistance a l'approche de la phase
stationnaire (Roy et al., 2022). Une croissance lente se produit dans les sections plus denses du
biofilm, tandis qu'un taux de croissance plus rapide se produit lorsque les bactéries sont exposéees
aun milieu en vrac (Toyofuku et al., 2016). La réponse générale au stress du biofilm peut également
accroitre la résistance (Myszka and Czaczyk, 2011). Les facteurs de stress induisent de nombreuses
altérations physiologiques pour protéger les cellules de la carence en nourriture, du choc thermique,

des altérations du pH et de I'osmolarité, ou des dommages a I'ADN (Roy et al., 2022).

4.5 Mécanisme de l'activité antibactérienne des huiles essentielles

L'activité antibactérienne des HEs est principalement due a la présence de composés volatils
comme les terpenes, les alcools, les acides, les esters, les époxydes, les aldéhydes, les cétones, les
amines et les sulfures terpinéol, p-cymene, camphéne, hinokitiol, thujanol, myrcénol, néral,
thuyone, camphre et carvone (Balahbib et al., 2021; Chraibi et al., 2023; Hachlafi et al., 2021). Il
a été constaté que les HEs peuvent posséder des propriétés antimicrobiennes qui pourraient

remplacer les antibiotiques synthétiques conventionnels (EI Omari et al., 2022).

De nombreuses mécanismes d’action de l'activité antimicrobienne des HEs ont été développées.
Les HEs déstabilisent d'abord le complexe cellulaire, ce qui entraine la rupture de la surface de la
membrane cellulaire et une perméabilité accrue qui interrompt les diverses actions cellulaires, a
savoir le processus d'énergie, le transport membranaire et d'autres fonctions de régulation basees
sur le métabolisme (Hou et al., 2022). L'interruption de la surface cellulaire par les HEs peut
soutenir divers processus importants comme l'alimentation, I'énergie, les processus des substances

structurelles et I'exsudation de la régulation de la croissance (Reyes-Jurado et al., 2020).
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Les HEs peuvent perturber la surface extérieure de la cellule ainsi que sa paroi cytoplasmique
(Nazzaro et al., 2013). En raison de leur nature hydrophobe, elles pénetrent simplement dans les
composantes cellulaires microbiennes. Les HEs de nombreuses plantes médicinales et aromatiques
sont réputées produire une perméation accrue de la membrane cellulaire microbienne, ce qui

entraine une fuite des substances cellulaires et un manque d'ions (Angane et al., 2022).

L'effet antimicrobien des HEs est lié a la diminution des potentiels membranaires, a une altération
du transport des protons et a la destruction de I'ATP (El-Tarabily et al., 2021). De méme, une étude
a examiné I'huile d'arbre a thé (Melaleuca alternifolia) qui supprime la progression de S. aureus et
E. coli en modifiant la perméation cellulaire, en augmentant I'épuisement des ions potassium
cellulaires internes (Yu et Shi, 2021) et en perturbant I'organisation d'acides gras, de lipides et de
polysaccharides non similaires (Baptista-Silva et al., 2020). Tout ce processus peut étre utilisé pour
la coalescence des composés intracellulaires dans le cytosol et la rupture des liens entre les

récepteurs et les couches lipidiques (figure 5).

HEs

Réduire le potentiel de la membrane

Membrane externe

Peptidoglycane
Interférent avec les facteurs
de quorum sensing

Membrane plasmique

Augmenter la perméabilité de la membrane
cellulaire en distribuant la membrane
cytoplasmique

H+
R
ADP +Pi ATP

Fuite du matériel
cytoplasmique
tels que les
protéines, I'ADN
et I'ARN

Dysfonctionnement des
ibosomes

H+
@
®9¢ Diminution de la force motrice des
protons protonique

Figure 5. Mode d'action antibactérien des HEs (adapté par El Hachlafi Naoufal).

Les HEs inhibent la croissance bactérienne, en ciblant de multiples voies, y compris I'inhibition
des facteurs de quorum sensing (I'inhibition de la formation de biofilms), la fuite du matériel
cytoplasmique tels que les protéines, I’ARN et 'ADN, l'augmentation de la perméabilité de la

membrane cellulaire et la réduction de la force protonique.
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Dans certains cas, les composés bioactifs des HEs présentent une meilleure activité
antimicrobienne. L'activité antimicrobienne des composants des HEs comme le thymol et le
menthol est due a une perturbation des fractions lipidiques des membranes cellulaires microbiennes
(Burt, 2004). Elle peut influencer I'intégrité de la membrane et provoquer la libération de
substances endothéliales. Le carvacrol est une substance lipophile qui régule les parois cellulaires
en modifiant le profil des acides gras, ce qui influe sur la flexibilité et la perméabilité de la
membrane. Le mode d'action précis reste donc incertain (Hou et al., 2022). 1l a été prouvé que le
carvacrol inhibe I'épuisement des cellules bactériennes par le pool d'ATP intrinseque (Hou et al.,
2022). Le carvacrol a déclenché I'épuisement et la défaillance de I'ATP chez les especes
microbiennes. Les molécules comprenant le méthyl carvacrol, le menthol, le citronellol et le thymol
induisent également une expansion de la paroi cellulaire qui correspond & un mouvement ionique

passif parmi les phospholipides élargis (Angane et al., 2022).

Le pouvoir des HEs sur la membrane cellulaire consiste a supprimer la sécrétion de toxines. En
effet, le carvacrol a empéché le développement de toxines, et l'utilisation d'huile d'origan a éliminé
le développement d'entérotoxines de S. aureus (El Omari et al., 2022). Ainsi, les modifications des
membranes cellulaires qui interdisent la sécrétion de polluants sont attribuées a la prédominance
des substances des HEs au niveau des étapes du transport membranaire transcellulaire dans la
membrane cellulaire qui limite la fuite des toxines vers la surface externe (Bhavaniramya et al.,
2019). Un autre composeé volatil, le trans-cinnamaldéhyde, atteint le périplasme de la cellule et
détruit les composants cellulaires. Néanmoins, le p-cymene a un lien étroit avec les membranes
biologiques et peut donc perturber la stabilité des membranes (Alvarez-Martinez et al., 2021). Il a
également été démontré que le carvéol et la carvone modifient I'hydrophobicité et perturbent la

fluidité structurelle, ce qui contribue & la fuite des ions potassium (Alvarez-Martinez et al., 2021).

L'efficacité des propriétés antimicrobiennes des HEs ou de leurs composés bioactifs peut varier
d'un micro-organisme a l'autre. Il est donc important d'élucider le mode d'action précis de chaque
HE et de ses molécules, notamment par une analyse plus poussée des hombreuses souches ou
especes bactériennes. En outre, une analyse approfondie des composants des HES permettra

d'améliorer notre connaissance sur les mécanismes de leurs activités antibactériennes.

19

——
| —



Partie | : Revue bibliographique

5. Pouvoir antioxydant des HEs

5.1 Stress oxydatif

Les radicaux libres s'accumulent en tant que sous-produits naturels des voies métaboliques,
entrainant un stress oxydatif dans I'organisme (Pateiro et al., 2018). Ce stress peut également
provenir de sources externes telles que la pollution, la fumée de cigarette, les radiations et les
médicaments, entrainant des dommages cellulaires. Par définition, le stress oxydatif (SO) se
caractérise par un déséquilibre entre la production et la dégradation des especes réactives de
I'oxygene (ROS) ou des especes réactives de lI'azote (RNS) (Forman et Zhang, 2021). Le stress
oxydatif est a la base de processus dégénératifs tels que la peroxydation des lipides, la
glycation/oxydation et la nitration des protéines, l'inactivation des enzymes et les dommages a
I'ADN qui se produisent dans de nombreuses maladies non transmissibles, telles que le diabete, le
cancer, les troubles auto-immuns, les maladies liées a I'age, la cataracte, I'arthrite rhumatoide, les
maladies cardiovasculaires et les maladies neurodegénératives (Aruoma, 1998; Garcia-Sanchez et
al., 2020) (Figure 6).

Défense
Antioxydant

A

Stress Oxydatif

Membranes biologiques Lipides Protéines Acides

nucléiques

i ;n”ﬁt'iajf‘“ %] % DN

Figure 6. Schéma illustrant le stress oxydant (adapté par EI Hachlafi Naoufal).
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Certaines molécules uniques des HES, comme le géraniol, traversent facilement la barriére hémato-
encéphalique et atteignent ensuite tous les organes dans lesquels elles peuvent exercer leurs
activités antioxydantes (Pisoschi et al., 2021).

5.2 Mécanisme des antioxydants dans le corps humain

Les espéces reactives de I'oxygéne (ROS) proviennent de l'augmentation de [I'activité
mitochondriale en tant que sous-produits et favorisent le stress oxydatif dans les cellules. Lorsque
le niveau de ROS est faible, la réponse cellulaire facilite la signalisation intracellulaire. Cependant,
la mort cellulaire peut survenir si le niveau de ROS est suffisamment élevé (Hultqvist et al., 2009;
Liu et al., 2018). Un systeme de défense antioxydant fiable est donc nécessaire pour répondre a
I'accumulation de ROS (Bhattacharya, 2015). Le B-Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) et le glutathion (GSH), en tant qu'antioxydants majeurs, peuvent maintenir I'oxygene et
I'oxydo-réduction dans les cellules (Patlevi¢ et al., 2016). Le NADPH est généré par la voie
métabolique du pentose phosphate et d'autres sources et peut agir comme substrat partagé pour la
régénération du GSH ou la production de ROS (Patlevi¢ et al., 2016). La glutathion-S-transférase
et la glucose-6-phosphate déshydrogénase sont des enzymes antioxydantes naturelles qui éliminent

les métabolites oxydatifs pour protéger les globules rouges (Rada et Leto, 2008).

Dans le corps humain, le contréle des natures enzymatiques et non enzymatiques permet aux ROS
d'étre inactivés grace au mécanisme des antioxydants dans un systeme biologique. Les composés
enzymatiques, tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase, sont considérés comme des antioxydants endogénes, tandis que les composés non
enzymatiques sont la bilirubine et I'albumine (Sharopov et al., 2020). Lorsque I'organisme est
exposé a une forte concentration de ROS, des antioxydants exogenes, tels que des aliments, des
compléments nutritionnels ou des produits pharmaceutiques, sont fournis pour protéger les
organismes et ralentir le stress oxydatif (Bhattacharya, 2015). Les composes phénoliques, les
caroténoides, les vitamines C et certains minéraux tels que le sélénium et le zinc figurent parmi les

antioxydants exogenes les plus importants (Ben Farhat et al., 2009).

5.3 Mécanismes de la défense antioxydante

La défense antioxydante peut étre enzymatique ou non enzymatique, ainsi qu'un systeme de

réparation.

21

——
| —



Partie | : Revue bibliographique

Dans le systeme enzymatique primaire, les enzymes antioxydantes telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la DT-diaphorase sont
développées par les organismes aérobies (Kiran et al., 2023). La réaction de dismutation de I'02 en
H20: a eté réalisée par la SOD qui a produit de I'H20 et de 'O lors des réactions catalysées par la
catalase ou par la GPx. Grace au puissant systeme d'enzymes de détoxification, la SOD joue un
role vital dans la cellule (Zengin et al., 2016). La SOD, en tant que métalloenzyme, a besoin d'un
métal comme cofacteur pour étre activée. Ainsi, les différentes formes d'enzymes dépendent du
type d'ion métallique. Le fer ou le manganese sont utilisés dans la CAT comme cofacteur et peuvent
catalyser le peroxyde d'hydrogéne (H202) pour dégrader ou réduire l'eau et les produits de
I'oxygéne moléculaire (Liu et al., 2018). Cela permet d'achever le processus de detoxification
entamé par la SOD. La CAT se trouve dans les peroxysomes et décompose de nombreuses
molécules d'H20: en une seconde, et élimine I'H20: lorsque les acides gras sont oxydés (Sharopov
et al., 2020). La GPx, en tant qu'enzyme intracellulaire, décompose I'H20. dans I'eau et les
peroxydes lipidiques en fonction de leurs alcools dans les mitochondries et parfois dans le cytosol
(Yorbik et al., 2002). Le sélénium est I'élément crucial pour activer la GPx. Le corps humain
compte au moins huit enzymes GPx, GPx1-GPx8, dont la GPx1 est la sélénoperoxydase la plus

abondante dans toutes les cellules (Kiran et al., 2023).

La fonction du systeme non enzymatique est de piéger les radicaux libres et d'éviter la réaction
d'initiation des radicaux. Les radicaux sont neutralisés ou capturés lorsque les électrons sont
donnés. Le rdle des antioxydants tels que la vitamine E, la vitamine C, les caroténes, la ferritine, la
céruloplasmine, le sélénium, le glutathion réduit, le manganése, l'ubiquinone, le zinc, les
flavonoides, la coenzyme Q, la mélatonine, la bilirubine, la taurine et la cystéine est de prévenir ou
de ralentir les dommages causes aux cellules par les radicaux libres (Cecerska-Hery¢ et al., 2021;
Liu et al., 2018). Il est intéressant de noter que certains produits naturels contenant des flavonoides
ont des interactions directes avec les ROS pour générer des composés complexes stables ou moins
réactifs, tandis que d'autres flavonoides peuvent agir comme co-substrat dans le processus de

catalyse de certaines enzymes (Akram et al., 2021).

La GPx, la glutathion réductase (GR) et la méthionine sulfoxyde réductase (MSR) sont également

des enzymes qui jouent un réle d'intermédiaires dans le processus de réparation du stress oxydatif.
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Ainsi, les dommages causés par une exposition aux rayons UV entrainent la formation de plusieurs
adduits a I'ADN, notamment des dimeres de thymine et des 6,4-photoproduits (Shahmoradi-Ghahe
et al., 2021). Une fois le dommage reconnu, un court segment d’ADN simple brin est retire,
composé de la lésion, tandis que I'ADN simple brin qui n'a pas été endommagé est conservé
(Alvarez-Gonzalez et al., 2023). Ensuite, I'ADN utilise le brin intact comme modéle pour la
synthése d'une courte séquence complémentaire. L'étape finale de la ligature est la réparation par
excision des nucléotides, puis un ADN double brin est formé par I'ADN ligase. Cela est également
treés utile dans le cas de maladies liées aux anomalies chromosomiques et génétiques (Shahmoradi-
Ghahe et al., 2021). Un brin non endommagé sera utilisé comme modéle pour la restauration, et
I'enzyme ADN ligase joint les brins (Akram et al., 2021). Le mécanisme de réparation lui-méme
comprend l'utilisation de protéines dans la synthése de I'ADN.

5.4 Activité antioxydante des HES

Dans le cadre d'activités métaboliques normales, la cellule peut générer des molécules hautement
réactives et toxiques telles que ROS qui peuvent endommager I'ADN, les protéines, les lipides et
les enzymes (Hou et al., 2022). 1l convient donc de préter attention a I'utilisation d'antioxydants
pour inhiber la peroxydation des lipides et protéger des dommages causés par les radicaux libres.
Les antioxydants synthétiques tels que BHA et BHT ont été utilisés comme antioxydants, mais leur
utilisation est aujourd'hui restreinte en raison de leur cancérogénicité et d'autres propriétés toxiques
(Xu et al., 2021).

Par conséquent, l'intérét pour les antioxydants naturels comme les HEs a considérablement
augmenté (Abdellatif et al., 2022; Al-Mijalli et al., 2023; Anthony et al., 2012). La propriété
antioxydante des HEs est d'un grand intérét dans le domaine des produits pharmaceutiques, des
cosmétiques, des aliments, etc. Les capacités d'élimination des radicaux libres de I’HE des fruits
d’Ammodaucus leucotrichus ont eété determinées en analysant les activités d'antioxydants connus,
tels que le trolox et l'acide ascorbique, par le dosage du radical 2,2’ -diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) (Ahmed et al., 2019). La capacité de réduction de la formation des radicaux DPPH a été
déterminée par la diminution de son absorbance a 517 nm induite par les antioxydants (Ahmed et
al., 2019). L'effet des antioxydants sur le piégeage du radical DPPH est d( a leur capacité a donner
de I'nydrogéne. Le DPPH est un radical libre stable qui accepte un électron ou un radical hydrogéne
pour devenir une molécule diamagnétique stable (Manssouri et al., 2020).
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Des études antérieures ont montré que l'activité antioxydante des HEs différe en raison de la
présence et la concentration de composants antioxydants, qui varient & leur tour en fonction des
méthodes d'extraction et des solvants (Baptista et al., 2015; Hou et al., 2022). La forte capacité
antioxydante des HEs est principalement due a leurs composés phénoliques et a certains autres
métabolites secondaires, qui sont structurellement similaires aux phénols végétaux bien connus
ayant un potentiel antioxydant (Bhavaniramya et al., 2019a; Nieto et al., 2018). En outre, les
chercheurs ont détecté des monoterpénoides d'oxygene antioxydants tels que des aldéhydes, des
cétones et des esters dans les HEs dérivées de plantes. Les monoterpenes et les composés
phénoliques sont les principaux composés ayant la plus forte activité antioxydante (Tafrihi et al.,
2021). Parmi eux, le thymol et le carvacrol sont les principaux composants des HEs extraites de
plantes médicinales, qui ont des capacités élevées d'oxydoréduction et de piégeage des radicaux
libres (Yanishlieva et al., 1999). Par ailleurs, certains alcools, éthers, cétones et aldéhydes sont
également responsables des propriétés antioxydantes des HEs (Zengin et Baysal, 2014). Les HEs,
en tant qu'antioxydants naturels, empéchent I'oxydation des lipides dans les systemes alimentaires
en bloquant divers mécanismes tels que l'initiation de la chaine, le piégeage des radicaux libres, les
agents réducteurs, la fin des peroxydes, la prévention de I'extraction continue de I'hydrogene et
I'inhibition de la formation de I'oxygene singulet et de la liaison du catalyseur aux ions métalliques
de transition (Bhavaniramya et al., 2019a; Hou et al., 2022). En augmentant les enzymes
antioxydantes sériques et hépatiques, les cellules peuvent étre protégées des radicaux libres
extracellulaires nocifs. En outre, le potentiel antioxydant des HEs est également étroitement lié au
cycle de croissance des plantes, ce qui affecte la teneur et la qualité des composants des huiles

volatiles tels que les composés phénoliques (Nithiyanantham et al., 2019).

Comme indiqué ci-dessus, les HEs sont une source inestimable d'antioxydants naturels qui
pourraient remplacer les antioxydants synthétisés chimiquement. Comme les HES ont la puissante
capacité de piéger les radicaux libres, elles peuvent jouer un role dans la prévention et le traitement
de certaines maladies, comme le diabete, le cancer, les maladies neurodégenératives, les maladies

cardiovasculaires et les troubles auto-immuns.
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6. Pouvoir antidiabétique des HEs

6.1 Généralités

Le diabete est un probléme majeur de santé publique qui touche plus de 400 millions de personnes
dans le monde (Khursheed et al., 2019). Ce trouble métabolique entraine progressivement des
complications chroniques microvasculaires, macrovasculaires et neuropathiques qui mettent la vie
en danger. Le diabete est causé soit par un déficit de sécretion d'insuline, soit par une lésion de la
cellule B du pancréas, soit par une résistance a l'insuline liée a la non-utilisation de I'insuline (Eizirik
et al., 2020; Rahman et al., 2022). La tendance a la sédentarité pourrait étre la principale raison de
l'augmentation continue du nombre de patients diabétiques dans le monde, qui devrait atteindre
366 millions en 2030 dans la population agée (>65 ans) (Wild et al., 2004).

6.2 Classification du diabéte

6.2.1 Diabéte de type |

Le diabéte de type | (DTL1) est causé par un dysfonctionnement et une apoptose des cellules  a
médiation auto-immune, entrainant la nécessité d'une insulinothérapie exogene tout au long de la
vie (Padhi et al., 2020). La maladie est la conséquence d'un dialogue complexe entre les
macrophages envahissants ou résidents et les cellules T, qui liberent des chimiokines et des
cytokines dans le microenvironnement des Tlots de Langerhans et délivrent des signaux pro-
apoptotiques, et les cellules P par le biais de signaux générés physiologiquement (par exemple, les
produits de dégradation de I'insuline ou d'autres composants des granules du noyau dense des
cellules ) ou par des cellules P stressées, blessées ou mourantes qui attirent et activent les cellules
immunitaires vers les Tlots de Langerhans (Eizirik et al., 2020; Gonzalez-Duque et al., 2018). Ce
dialogue est déterminé par le patrimoine génétique et I'age de I'h6te, ainsi que par des facteurs
environnementaux tels que les infections virales et le régime alimentaire. La diaphonie pathogene
entre les cellules immunitaires et les cellules  peut déclencher une inflammation locale (insulite)
et un dysfonctionnement progressif des cellules B et leur mort, principalement par apoptose, ou
peut étre arrétée par des mécanismes locaux qui atténuent la réponse immunitaire et rétablissent la
physiologie (DiMeglio et al., 2018).

La prévalence du DT1 chez les enfants double tous les 25 ans et entraine actuellement une perte

moyenne de 11 a 12 ans d'espérance de vie (Thomaidou et al., 2018).
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6.2.2 Diabéte de type 11

Dans le diabéte de type Il (DT2), la carence relative en insuline due au dysfonctionnement des
cellules B est un facteur clé pour le développement de la maladie qui coexiste souvent avec une
résistance a l'insuline (Eizirik et al., 2020). Bien que le DT2 représente la majeure partie (80 %) de
tous les cas de diabéte sucré, il reste une forme de maladie mal définie et un diagnostic d'exclusion:
il n'existe pas de critéres diagnostiques spécifiques pour le DT2. Des approches de regroupement
utilisant I'age au moment du diagnostic, I'indice de masse corporelle (IMC), I'hémoglobine glyquée
(HbA1), les estimations du modeéle d'évaluation de I'noméostasie de la résistance a l'insuline
(HOMA) de la fonction des cellules B et de la résistance a l'insuline, ainsi que les auto-anticorps
de la décarboxylase de I'acide glutamique ont permis de sous-typer les patients en formes modérées
ou séveres de DT2, avec une predominance de la réesistance a l'insuline ou de l'insulinopénie
(Ahlgvist et al., 2018). Un sous-type peut évoluer vers un autre au fil du temps. L'obésité,
I'alimentation "occidentale™ riche en énergie, I'dge avancé et la sédentarité sont les principaux
facteurs de risque du DT2, qui ont multiplié par quatre le nombre de cas au cours des quarante
derniéres années. Ces facteurs de risque peuvent précipiter a la fois la défaillance des cellules B et
la résistance a I'insuline (Zaharia et al., 2019). Bien que les taux de complications chroniques se
soient améliorés au fil du temps, le DT2 reste associé a une morbidité /mortalité considérables. La
durée de vie est réduite de 6 ans en moyenne, bien que la perte d'espérance de vie atteigne 12 ans

chez les personnes qui développent un DT2 a un plus jeune age (Zheng et al., 2018).

6.3 Physiopathologie du DT2

La physiopathologie du DT2 implique un ou plusieurs mécanismes de "ominous octet" représenté
dans la figure 7 et décrit ci-dessous (DeFronzo, 2009; Padhi et al., 2020) :

i) Diminution de la sécrétion d'insuline par les cellules B des Tlots de Langerhans ;

ii) Augmentation de la sécrétion de glucagon par les cellules o des Tlots de Langerhans ;

iii) Augmentation de la production de glucose dans le foie ;

iv) Dysfonctionnement des neurotransmetteurs et résistance a l'insuline dans le cerveau ;

v) Augmentation de la lipolyse ;

vi) Augmentation de la reabsorption du glucose par les reins ;

vii) Réduction de l'effet de I'incrétine dans I'intestin gréle ;

viii) Altération ou diminution de I'absorption du glucose par les tissus périphériques tels que les

muscles squelettiques, le foie et le tissu adipeux.
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Figure 7. Physiopathologie du diabéte de type Il (adapté par EI Hachlafi Naoufal).

6.4 Traitements actuels

Les principales classes conventionnelles de médicaments pour le traitement de I'nyperglycémie
comprennent les sulfonylurées (augmentent la libération d'insuline par les Tlots pancréatiques) ; les
biguanides (réduisent la production hépatique de glucose) ; les agonistes des récepteurs actives par
les proliférateurs de peroxysomes-y (PPARY) (stimulent I'action de l'insuline) ; les inhibiteurs de
I'a-glucosidase (interférent avec I'absorption du glucose dans l'intestin) (Eizirik et al., 2020;
Rahman et al., 2022). Ces classes de médicaments sont administrées en monothérapie ou en
association avec d'autres hypoglycémiants (Seino et al., 2017). L'hypoglycémie séveére, la prise de
poids, une efficacité thérapeutique moindre causée par un régime posologique inapproprié ou
inefficace, une faible puissance et des effets secondaires altérés en raison du métabolisme du
médicament et du manque de spécificité de la cible, des problémes de solubilité et de perméabilité
sont les principaux inconvénients associés a l'utilisation des médicaments conventionnels
susmentionnés (Chaudhury et al., 2017). Malgré l'avénement d'agents antihyperglycémiques
prometteurs, les principaux défis d'un traitement efficace du diabéte comprennent I'optimisation
des thérapies existantes afin de garantir des concentrations de glucose optimales et équilibrées,

ainsi que la réduction des complications a long terme liées au diabéte.
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6.5 Activité antidiabétique des HEs

Des études scientifiques ont prouvé I'effet antidiabétique des HES provenant de nombreuses plantes
médicinales en utilisant des modeles in vitro et in vivo. L'effet antidiabétique s'est avéré lié a
I'inhibition des enzymes impliquées dans le métabolisme intestinal des hydrates de carbone et a la
réduction du taux de glucose dans le sang (Lari et al., 2020). Les HEs sont une source riche de
plusieurs composés bioactifs qui se sont révélés efficaces dans la gestion du diabéte et de ses
manifestations lors d'essais précliniques et cliniques (Jugreet et al., 2020). Plusieurs composés sont
apparus comme des médicaments potentiels a développer en tant qu'agents antidiabétiques avec

une activité puissante et un profil de sécurité plus favorable (Gandhi et al., 2023).

La dégradation des hydrocarbures dans l'intestin joue un role déterminant dans l'augmentation du
glucose dans le sang. Cette dégradation est sous le contrdle d'enzymes impliquées dans la digestion
intestinale telles que l'a-amylase, 1'a-glucosidase et la B-glucosidase (Badalamenti et al., 2020;
Shang et al., 2021). L'inhibition de ces enzymes est une stratégie thérapeutique importante pour

réduire la glycémie et contribuer a la gestion du diabéte de type 2.

En effet, plusieurs études ont démontré que les HEs et leurs composés bioactifs présentent
d'importants effets antidiabétiques in vitro via I'inhibition de I'a-amylase, de I'a-glucosidase et de
la B-glucosidase. Bouyahya et al. (2020) ont testé I'effet inhibiteur des huiles essentielles de Mentha
viridis sur l'activité enzymatique de I'a-amylase et de I'a-glucosidase. L’HE a montré une puissante
inhibition des deux enzymes avec des valeurs ICsode 101,72 + 1,86 pg/mL et 86,93 + 2,43 pug/mL,
respectivement. Une autre étude, I'effet antidiabétique in vitro des HEs de Centaurium erythraea
recueillies a trois stades phénologiques. Les HEs de C. erythraea ont inhibé de maniére efficace
I'a-amylase et I'a-glycosidase. Aux stades post-floraux, I’HE de C. erythraea ont montré une
inhibition importante de I'a-amylase et de I'a-glycosidase (Bouyahya et al., 2019b). Les auteurs ont
attribué ces effets aux monoterpénes oxygénés présents dans ces HEs, notamment le carvacrol, le

menthol et le tricosane (Bouyahya et al., 2019b).

L'activité antidiabétique in vivo des HEs a été attribuée a leur capacité a diminuer la concentration
de glucose dans le sang, a augmenter la sécrétion d'insuline, a protéger les cellules B-pancréatiques
et a stimuler la biosynthése du glycogene (Ezeorba et al., 2022; Leherbauer and Stappen, 2020;
Stevens and Allred, 2022). Des études antérieures ont montré que les HEs améliorent la glycémie

et I'insuline a jeun, ainsi que I'anatomie et la fonction des cellules rénales et hépatiques (Martiz et
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al., 2022; Stevens and Allred, 2022). Une amélioration de la fonction enzymatique, a la fois des
enzymes directement impliquées dans le métabolisme du glucose et des enzymes impliquées dans
I'excrétion, a également été notée de maniére constante (Stevens and Allred, 2022). Des études ont
également montré que les HEs ont permis d'améliorer la glycémie a jeun, d'accroitre la sensibilité
a l'insuline, de reéduire I'appétit et de réguler a la hausse et a la baisse une myriade de protéines

associées au metabolisme du glucose (Osaili et al., 2023; Sivasothy et al., 2023).

Les recherches menées a ce jour suggerent que les HES peuvent avoir un effet thérapeutique en
modulant le métabolisme du glucose par de multiples voies. D'autres études in vitro et in vivo sont
nécessaires (en particulier des essais cliniques chez I'nomme) pour élucider complétement I'activité

et les mécanismes de I'effet antidiabétique des HEs.

I1. Présentation des espéces étudiées

11.1 Description de la famille des Lamiacées

La famille des lamiacées (anciennement Labiées), souvent appelée famille de la menthe est une
famille cosmopolite de plantes a fleurs d'une grande importance commerciale qui comprend
environ 250 genres et 7 000 espéces. Les genres les plus importants et les plus connus comprennent,
Salvia, Thymus, Scutellaria, Stachys, Mentha, Nepeta et Lavandula. Un grand nombre d'especes
de lamiacées vivent dans différents écosystémes et présentent une grande diversité avec une

distribution cosmopolite.

Ces especes sont genéralement reconnues par une combinaison de caractéristiques botaniques. En
effet, les tiges sont généralement a quatre angles. Les feuilles sont généralement simples et toujours
opposées (Cantino, 1992; Harley et al., 2004). Les fleurs sont hermaphrodites ou males-stériles et
forment des verticilles souvent disposés en épis, tétes, racémes ou cymes. Les calices sont
généralement a cing lobes et a deux lévres. Les corolles sont sympétales et a deux levres ; rarement,
elles sont & une lévre ou plus ou moins actinomorphes. Les étamines sont généralement au nombre
de quatre, rarement réduites a deux ; la paire supérieure est plus courte que la paire inférieure.
L'ovaire est supérieur, doublement carpellé mais paraissant également quadrilobé a maturité
(Harley et al., 2004). Le fruit consiste en quatre noix séches avec une seule graine (Azzazy, 2016).

Il s'agit d'arbustes ou d'herbes qui produisent et libérent une odeur aromatique (Harley et al., 2004).
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Les plantes de la famille des lamiacées riches en HEs ont une grande valeur pour la médecine
naturelle, I'alimentation, la cosmétique, les arémes, les parfums, les pesticides et les industries
pharmaceutiques. En raison de leur large éventail d'applications, les plantes de la famille des
lamiacées sont largement cultivées et sont donc considérées comme une source indispensable

d'aliments fonctionnels.

1. Genre Lavandula

Le genre Lavandula comprend plus de 30 especes et 70 taxons intraspécifiques et hybrides, qui
peuvent étre classés en trois sous-genres (Fabricia, Sabaudia et Lavandula) et huit sections. Les
principales espéces cultivées sont la lavande fine (L. angustifolia), la lavande aspic (L. latifolia), la
lavande papillon (L. stoechas), la lavande laineuse (L. lanata) et le lavandin (L. intermedia, un
hybride stérile de L. angustifolia et L. latifolia) (Aprotosoaie et al., 2017a; Benabdelkader et al.,
2011). Les lavandes sont originaires de la région méditerranéenne et sont largement distribuées et
cultivées en Europe, aux fles Canaries, en Afrique du Nord, en Asie du Sud-Ouest, dans la
péninsule arabique, en Inde, en Amérique du Nord et en Amérique du Sud (Aprotosoaie et al.,
2017a; Salehi et al., 2018).

Gréce a leur teneur en HEs, les espéces de Lavandula sont I'une des plantes aromatiques et
médicinales les plus utiles, avec une grande valeur économique pour les industries
pharmaceutiques, alimentaires, les cosmétiques, la parfumerie et I'aromathérapie (Guitton et al.,
2018). Le parfum agréable de ces plantes est principalement attribué a la présence de
monoterpénoides qui sont synthétisés et accumulés dans les parties aériennes, principalement dans

les fleurs (Hassanpouraghdam et al., 2011).

1.1 Lavandula stoechas L.

1.1.1 Taxonomie et description botanique
L. stoechas est une plante aromatique appartenant a la famille des lamiacées, qui pousse

naturellement au Maroc et connue sous le nom vernaculaire "Lhalhal™ (Sahinler et al., 2022).

Regne : Plantae Famille : Lamiaceae

Division : Magnoliophyta Sous-famille : Nepetoideae

Classe : Magnoliopsida Genre : Lavandula

Ordre : Lamiales Espece : Lavandula stoechas Linn., 1753
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Les sépales enveloppent la fleur comme un tube et se terminent par quatre petites dents pointues a
I'extrémité. Les fleurs sont légérement plus foncées que celles des autres especes, d'un violet
noiratre. Les fleurs sont rassemblées en forme cylindrique a I'extrémité des branches (Ghalbane et
al., 2022). Il y a quatre étamines entre les pétales, dans des couleurs allant du bleu au violet. La
glande a nectar est située sous le tube de la corolle. Les graines mesurent 2 mm de haut et 1. mm de

large. Leur forme est ovale allongée et leur couleur est brun foncé brillant (Bachiri et al., 2018).
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Figure 8. Photographie originale de la partie aérienne de Lavandula stoechas (34° 15" 35" N, 5°
55'45" O). (Photo prise par El Hachlafi Naoufal).

1.1.2 Répartition géographique

L. stoechas est répandu sur trois continents, a savoir Afrique, Europe et Asie. Elle se répand
principalement dans le Sud de I'Europe et en Afrique du Nord, sur le pourtour Méditerranéen, en
particulier dans les pays Méditerranéens et Balkaniques. C'est une plante qui pousse a I'état sauvage
dans des regions allant des Tles Canaries a la cote Méditerranéenne et a I'Inde. Elle est largement
cultivée en France, en Bulgarie, en Italie, en Gréce, en Angleterre, aux Etats-Unis et dans les pays
d'Afrique du Nord. Au Maroc, cette plante pousse généralement sur des sols calcaires, en particulier
dans le Nord du Maroc, dans le Moyen et le Haut Atlas et dans les montagnes du Rif.
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L. stoechas est également distribuée dans les régions du Nord, du Nord-Est et du Cap Bon de la
Tunisie, entre 400 et 1000 m (Aprotosoaie et al., 2017; Ez zoubi et al., 2020).

1.1.3 Usage traditionnel

L. stoechas est une espece bien connue, utilisée dans toute la région méditerranéenne pour ses
valeurs médicinales telles que ses propriétés céphaliques et carminatives. Elle est recommandée
pour traiter les infections pulmonaires et les maladies inflammatoires (Zahid et al., 2021), ainsi que
comme antispasmodique dans les douleurs coliques et pour diverses maladies du systeme nerveux
central, notamment I'épilepsie et la migraine. Elle a également des effets bénéfiques sur les plaies,
I'eczéma, les infections urinaires, et posséde des propriétés analgésiques, sédatives et antiseptiques
(Zahid et al., 2021). Elle est aussi utilisée comme herbe culinaire pour préparer un type particulier
de couscous, pour aromatiser certains plats traditionnels, et pour préparer du thé et de la soupe
(Héral et al., 2021). Dans les pays du Maghreb, comme le Maroc, I'Algérie et la Tunisie, cette
plante est utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour traiter les maux de téte, la dépression,
le diabéte et les maladies inflammatoires et rhumatismales (Benali et al., 2023; Ez zoubi et al.,
2020; Bouyahya et al., 2017). Dans la tradition palestinienne, la décoction de la partie aérienne de
la lavande est utilisée pour traiter la migraine et I'épilepsie (Sahinler et al., 2022). L'infusion de
fleurs est utilisée en phytothérapie turque comme expectorant, antispasmodique, carminatif,

régulateur menstruel, stimulant, désobstruant, résolutif et cicatrisant (Sahinler et al., 2022).

2. Genre Mentha

Le genre Mentha appartient & la famille des Lamiaceae, avec des plantes aux feuilles simples et
caractéristiques, a I'odeur agréable et se répandant dans divers environnements a travers le monde
(Sari¢-Kundali¢ et al., 2009). La taxonomie de Mentha est trés complexe et comprend environ 40
especes et 15 hybrides, avec des centaines de sous-especes et de cultivars (Salehi et al., 2018). 11
hybrides naturels ont été produits a partir des espéces M. arvensis L., M. aquatica L., M. spicata
L., M. longifolia L. et M. suaveolens; la plupart des hybrides sont stériles mais peuvent se propager
grace a leur rhizome trés envahissant (Spencer et al., 1993). Les plantes de ce genre sont vivaces
et sont utilisées pour la production des HEs, principalement aux Etats-Unis, en Afrique du Nord,
en Inde, et en Chine (Lawrence, 2006). Les matiéres végétales fraiches et séchées des espéces de
Mentha sont largement utilisees dans I'industrie comme éléments de confiserie, agents exhausteurs

de godt, produits pharmaceutiques, cosmétiques, etc (Shaikh et al., 2014; Tafrihi et al., 2021).
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2.1 Mentha suaveolens Ehrh
2.1.1 Taxonomie et description botanique
Mentha suaveolens Ehrh est une plante herbacée vivace de la famille des lamiacées et appartient a

I'ordre des Lamiales (Lawrence, 2006).

Regne : Plantae Famille : Lamiaceae
Division : Magnoliophyta Genre : Mentha
Classe : Magnoliopsida Espece : Mentha suaveolens Ehrh., 1792

Ordre : Lamiales
Elle est originaire d'Afrique, d'Asie tempérée et d'Europe. Elle atteint une hauteur de 40 a 60 cm.

La tige de M. suaveolens a une odeur et un goQt aromatiques, elle est caractérisée par sa nature
herbacee, sa forme quadrangulaire et sa structure solide. Sa surface est tomenteuse et sa couleur
peut varier du vert au vert violacé. La tige suit un schéma de ramification monopodiale avec des
entrenceuds courts (El-Kashoury et al., 2013). Les feuilles sont de forme lancéolée ou ovale, avec
des bords dentelés (El-Kashoury et al., 2013). Elles sont généralement gris-vert et ont une texture
douce et laineuse due a la présence de poils fins & la surface des feuilles (figure 9). Lorsque les
feuilles sont écrasées ou meurtries, elles dégagent un ardme agréable rappelant celui de la pomme,
ce qui donne a la plante son nom commun de "menthe a la pomme". Les fleurs sont petites et
disposées en verticilles ou en épis au sommet des tiges. Elles sont généralement de couleur violet

pale a rose et attirent les pollinisateurs tels que les abeilles et les papillons (Ayaz et al., 2020).

Figure 9. Photographie originale de la partie aérienne de Mentha suaveolens (34° 15" 35" N, 5°
55"45" O. Photo de EIl Hachlafi Naoufal).
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En termes d'habitat, cette plante se trouve souvent dans des habitats tels que les cours d'eau, les
tourbieres et autres lieux humides, et dans d'autres zones humides avec des conditions de sol
humide. Elle peut tolérer des inondations périodiques du sol et a une tolérance élevée pour un

niveau phréatique (eaux souterraines) (Chaachouay et al., 2019; EI Khomsi et al., 2022).

2.1.2 Usage traditionnel

M. suaveolens est largement utilisée dans la médicine traditionnelle. Depuis I'Antiquité, les cultures
occidentales et orientales utilisent cette espece comme plante médicinale et aromatique pour
soigner de nombreuses maladies. Des études ethnobotaniques sur M. suaveolens ont révélé ses

puissantes applications médicales dans plusieurs cas.

Au Maroc, les feuilles de M. suaveolens sont généralement consommées sous forme d'infusion ou
de décoction. Dans certaines régions comme la province de Tarfaya, Beni Mellal-Khenifra, Rabat,
le Haut Atlas et les régions du Nord-Est, cette espece est souvent recommandée pour les maux de
dents, les allergies, l'arythmie, la stérilité, les rhumes, le diabéte, les maladies digestives et la
prévention des symptdmes et des effets secondaires de la chimiothérapie (Fadili et al., 2017;
Idm’hand et al., 2020; Merrouni et al., 2021; Mohamed et al., 2022; Skalli et al., 2019). Par ailleurs,
d'autres régions marocaines comme le parc national de Talassemtane, le Moyen Atlas et les plaines
du Saiss, du Rif, de Kenitra et de Moulay-yaacoub, utilisent M. suaveolens pour la dyspepsie, la
froideur corporelle, les affections respiratoires, la tuberculose, et comme antiseptique, carminatif,
tonique, analgésique et antitoxique (Chaachouay et al., 2019; ElI Khomsi et al., 2022; El Yaagoubi
et al., 2023; Orch et al., 2020; Redouan et al., 2022).

Il est intéressant de noter que cette espéce a été utilisée dans les pays européens pour soigner divers
troubles. En Catalogne, la partie aérienne de M. suaveolens est considérée comme antidiarrhéique,
antiparasitaire et salutaire pour les veaux, les poules et les chiens, respectivement, tandis que les
parties occidentale et orientale de I'Espagne (Grenade et Arribes del Duero) utilisent cette plante
comme anticatarrhale, antihelminthique et antiherpétique (Benitez et al., 2010; Bonet and Valles,
2007; Carrio and Valles, 2012; Gonzélez et al., 2010).

11.2 Description de la famille des Apiacées
La famille des Apiacées (Ombelliféres) est une famille de plantes a fleurs, qui comprend plus de
3 000 especes réparties en 400 a 450 genres.
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Les plantes de cette famille se caractérisent par une forte odeur aromatique due a la présence des
HEs (Sahebkar and Iranshahi, 2010 ; Sayed-Ahmad et al., 2017 ; Semeniuc et al., 2018)

La famille des Apiacées se compose de trois sous-familles, a savoir les Apioideae, les
Saniculoideae et les Hydrocotyloideae, chacune étant divisee en tribus et en sous-tribus (Downie
et al., 2000; Kljuykov et al., 2021; Urusak and Kizilarslan, 2013). Les membres les plus courants
de cette famille sont Anethum graveolens L. (aneth), Ammi visnaga (L.) Lam (herbe-aux-cure-
dents), Apium graveolens L. (céleri), Pimpinella anisum L. (anis), Carum carvi L. (cumin),
Coriandrum sativum L. (coriandre), et Foeniculum vulgare Mill. (fenouil), etc.. Il a été démontré
que les plantes apiacées possédent différentes propriétés biologiques, notamment des activités
antimicrobiennes, antitumorales, hépatoprotectrices et antidiabétiques (Sahebkar et Iranshahi,
2010; Sayed-Ahmad et al., 2017; Semeniuc et al., 2018).

1. Ammi visnaga (L.) Lam

1.1 Taxonomie et description botanique

A. visnaga est une plante herbacée annuelle ou parfois bisannuelle qui peut atteindre une hauteur
de 120 cm.

Regne : Plantae Ordre : Apiales

Sous-regne : Viridaeplantae Famille : Apiaceae

Classe : Equisetopsida Sous-famille : Apioideae

Clade : Spermatophyta Genre: Ammi

Sous-classe : Magnoliidae Espece : Ammi visnaga (L.) Lam., 1779

La racine est pivotante cylindrique, de couleur brun clair. La tige (jusqu'a 130 cm de long) est
cylindrique, érigée, tres ramifiee, a feuilles denses et glabres (Aourabi et al., 2018). Les feuilles
sont pennées ou ovales avec des segments linéaires minces mesurant environ 1-3 cm de long. Elles
sont vertes dans la partie supérieure et blanc grisatre dans la partie inférieure. Les fleurs forment
des ombelles blanches inflorescentes, mesurant 5 a 11 cm de diametre chacune; les pédoncules
floraux sont allongés et peuvent atteindre 22 cm de long (Hashim et al., 2014; Rahal, 2021). Avec
de nombreuses bractées, le nombre de rayons peut étre de 50, 100 ou 150 par ombelle ; chaque
rayon est mince et long de 2 a 5 cm, inégalement étalé lorsqu'il est jeune. Au stade de la

fructification, les rayons deviennent épais, rigides et rétrécis sur une base discoide épaissie.
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IIs sont entourés d'un involucre de longues bractées tripartites. Les fleurs ont une corolle blanche
et un calice avec de minuscules sépales discrets (EI-Mokasabi, 2014). Le feuillage a une odeur trés
caractéristique et les fleurs ont un parfum particulier. Les fruits sont des crémocarpes oblongs et
ovoides, d'un vert brunatre teinté de violet. Les ombelles prennent une couleur brun clair avec une

odeur et un goQt caractéristiques au stade de la fructification (EI-Mokasabi, 2014) (figure 10).

1.2 Répartition biogéographique

Adaptée au climat chaud de la Méditerranée, A. visnaga est une plante indigene d'Afrique du Nord,
d'Asie occidentale et d'une grande partie de la Méditerranée européenne (Ruséic et Nikoli¢, 2011).
En tant qu'espéce naturalisée, elle apparait aussi en Amérique du Nord, en Argentine, au Chili, au
Mexique, en Asie du Sud-Ouest et dans certaines iles de I'Atlantique (Gad et al., 2022). En outre,
elle est cultivee en Amérique du Nord, au Mexique, en Argentine, au Chili, en Egypte, en
République islamique d'Iran, et en Tunisie (Ahmed et al., 2022).

1.3 Utilisation traditionnelle

La décoction et la poudre des ombelles d’A. visnaga sont utilisées traditionnellement pour le
traitement des coliques néphrétiques, des symptomes angineux légers et des crampes abdominales
(Khalil et al., 2020). La plante est également employée comme traitement de soutien en cas
d'obstruction Iégere des voies respiratoires dans I'asthme, et comme traitement postopératoire des

conditions associées a la présence de calculs urinaires (Al-Snafi, 2013).
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La plante et ses extraits sont également connus pour leur efficacité dans le traitement du vitiligo et
du psoriasis, et sont utilisés comme agent lithotriptique. Elle est généralement utilisée pour dilater
les vaisseaux bronchiques, urinaires et sanguins sans affecter la pression artérielle (Khalil et al.,
2020). Elle est egalement employée comme diurétique et dans le traitement des vertiges, du diabete
et des calculs rénaux (Miara et al., 2019). Une infusion des parties aériennes a également été utilisée

pour traiter les maux de téte.

11.3 Etat de connaissance pour les plantes étudiées

Les HEs et les extraits de L. stoechas ont été largement étudiés et leurs effets biologiques ont
montré un potentiel prometteur pour étre utilisés dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques
ou alimentaires. L. stoechas possede plusieurs propriétés pharmacologiques, notamment
antioxydante, antimicrobienne, antidiabétique, anti-inflammatoire, antispasmodique, anti-
tumorale, protectrices du systeme immunitaire et insecticide (figure 11). Ces effets bénéfiques sont

généralement liés a la présence de nombreux composés bioactifs dans L. stoechas.
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Figure 11. Propriétés pharmacologique des HEs et des extraits de L. stoechas (adapté par El
Hachlafi Naoufal).

Anticancéreuse
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En outre, des études scientifiques ont montré que M. suaveolens, en particulier ses HES, présentent
plusieurs propriétés biologiques, notamment des effets anti-inflammatoires, antimicrobiens,
cardioprotecteurs, analgésiques, antiviraux, antiparasitaires (figure 12). Ces effets sont

principalement attribués au fait que M. suaveolens est composé de plusieurs composeés bioactifs.
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Figure 12. Principales propriétés biologiques des HEs et extraits de M. suaveolens (N. El Hachlafi).

Des études pharmacologiques ont montré que les HEs et les extraits d'A. visnaga obtenus a partir
de différentes parties de la plante possédent diverses activités biologiques, notamment des effets
antibactériens, antifongiques, antiparasitaires, antidiabétiques, anti-inflammatoires, et
cardioprotecteurs (figure 13). Ces propriétés sont attribuées aux divers composés bioactifs
identifiés dans I'A. visnaga, notamment la khelline, la visnagine, le khellinol, le visammiol, le

khellol, la khellinine, la khellinone, la visnaginone (figure 14).
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Figure 13. Activités pharmacologiques des HEs et des extraits d'A. visnaga (adapté par El
Hachlafi Naoufal).
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Figure 14. Principaux constituants chimique d'A. visnaga (adapté par EI Hachlafi Naoufal).

Tableau 1 résumant 1’état des connaissances actuelles concernant les activités biologiques et

I’activité antioxydante des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga.
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Tableau 1. Activités biologiques et ’activité antioxydante des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga.

diabéte, en inhibant les
enzymes la catalase
(CAT) et de la superoxyde
dismutase (SOD) dans les
tissus hépatiques et rénaux
de rats diabétiques

glucosidase

normaux et diabétiques a
la streptozotocine)

L. stoechas Références M. suaveolens Références A. visnaga Références
Activité Forte activité contre les (Costa et al., Effet inhibiteur (Ed-Draetal., Efficacité des extraits (Semyari et
antibactérienne  bactéries pathogénes, 2012; Karaca et significatif de I’HE surles 2019) aqueux et al., 2011)
(Escherichia coli, al., 2021), bactéries pathogénes hydroalcooliques
Klebsiella pneumoniae, présentes dans les contre Streptococcus
Salmonella enterica, saucisses de dinde mutans, Streptococcus
Haemophilus influenzae et fraiches (E. coli, S. salivarius et
Pseudomonas aeruginosa) aureus, P. aeruginosa et Streptococcus sanguis
K. pneumonia)
Activité Forte activité contre les (Bouyahya et Forte activité contre les (Al-Mijalli et Activité de piégeage des (Bencheraiet
antioxydante radicaux ABTS et DPPH,  al., 2017) radicaux ABTS et DPPH  al., 2022) radicaux libres avec une etal., 2011)
ainsi qu'un important Clso des extrais de butanol
pouvoir réducteur des ions de 8,77 £ 0,2 pg/mL
ferriques.
Activité Pouvoir antifongique (Benabdelkader  Activité antifongique (Chouhan et Activité antifongique (El Hachlafi
antifongique contre les champignons etal. 2011) significative contre al., 2017) contre Candida albicans etal., 2023a)
filamenteux, (Aspergillus Saccharomyces et Candida tropicalis
niger et Fusarium cerevisiae, Candida
oxysporum) et les levures albicans, Aspergillus
(Candida albicans niger
Activité Effet protecteur contre le (Sebai et al., Effet inhibiteur contre les  (Al-Mijalliet  Effet hypoglycémique (Khalil et al.,
Antidiabétique  stress oxydatif causé par le  2013) enzymes a-amylase et a-  al., 2022) significatif in vivo (rats 2020)

——
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Activité anti- Activité inhibitrice dans (Ezzoubi et al.,  Effets antinociceptifs et (Mogosan et Entraine une diminution (Khalil et al.,
inflammatoire  l'cedéme de la patte induit ~ 2020) anti-inflammatoires al., 2017) de I'expression de 2020)
par la carragénine modestes dans le test de la I'ARNmM et de la libération
plaque chauffante du facteur de nécrose
tumorale TNF-q, de
I'interleukine-1béta et de
I'interféron y (IFN-y).
Activité Forte toxicité contre (Lalami et al., Forte toxicité contre les (Zerkani et al., Forte toxicité contre les (Alam et al.,
insecticide Anopheles labranchiae 2016) larves de Tuta absoluta 2021) nymphes d'Oncopeltus 2018)
(dose létale (DL)50 = (DLso= 1,13 uL/mL) et les fasciatus et les larves
112,51 mg/L), un vecteur adultes de Ceratitis d'Aedes aegypti
de transmission du capilata (DLso=2,3
paludisme puL/mL) aprés 24 h
d'exposition
Activité Efficacité des extraits (Ayral, 1997) Activité cytotoxique trés  (Spagnoletti et Activité anticancéreuse (Khalil et al.,
anticancéreuse  chloroformiques contre les forte sur les kératinocytes  al., 2016) intéressante contre les 2020)
cellules cancéreuses HaCaT cellules HT-29 (cancer
épidermoides de souris colorectal), MCF-7
(cancer du sein), HEp-2
(cancer du larynx) et
MKN-45 (cancer
gastrique)
Activité Effets antispasmodiques (Gilani et al., Effet relaxant sur la (Alam et al.,
antispasmodique sans noter d'effets 2000) Non reporté contractilité de l'intestin 2018)
indésirables sur les tissus gréle du lapin
du jéjunum
Activité Effet protecteur contre (Siddiqui et al., Effet dépresseur sur le (Bello et al., Effet relaxant sur les (Khalil et al.,
cardiovasculaire 1nfarctus du myocarde 2023) systeme cardiocirculatoire  2001) muscles lisses, y compris ~ 2020)

induit par l'isoprénaline
chez les rats.

lorsque les extraits sont
administrés par voie
intraveineuse

ceux des artéres
coronaires
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I. Matériel végétal

1. Récolte des plantes étudiées

Les plantes medicinales ayant fait I'objet de notre étude ont été choisies sur la base des enquétes
ethnobotaniques menées par notre équipe de recherche dans la région Rabat-Salé-Kénitra pendant

les années 2019, 2020, et 2021 ; ainsi que d’une recherche bibliographique approfondie.

Les parties aériennes (feuilles, tiges, fleurs) de Mentha suaveolens et Ammi visnaga ont été
récoltées de la région de Sidi Slimane en Juin 2020. Cependant la récolte des parties aériennes de
Lavandula stoechas a été effectuée entre le mois Avril et Mai 2021 dans la province Moulay
Bouslham. Le matériel végétal des trois plantes étudiées est recueilli pendant le stade de floraison,
ou les principes actifs se retrouvent a leur teneur maximale. Le tableau 2 présente les plantes
étudiées, leurs familles botaniques, leur partie utilisée, la zones et période de leur récolte, ainsi que

leur stade de développement.

Tableau 2. Plantes médicinales étudiées.

Nom Nom Famille Partie Zonede  Coordonnées Période  Stade de
scientifique vernaculaire botanique  utilisée récolte géographiques  de maturité
récolte
Mentha Marssita Lamiacées  Aérienne  Sidi 34°15' 35" N, Juin Floraison
suaveolens Ehrh. Slimane 5°55"45" O 2020
Lavandula Lkhzama Lamiacées  Aérienne  Sidi 34°15'35" N, Avril- Floraison
stoechas L. Slimane 5°55'45" 0O Mai
2021
Ammi visnaga Bechnikha Apiacées Aérienne  Moulay 34°52"43"N, 6° Juin Floraison
(L). Lam Bouslham 17'36"” O 2020

Les plantes étudiées ont été identifiées par un botaniste : Dr. Abderrahim Chebat du Centre Anti
Poison et de Pharmacovigilance du Maroc et les échantillons ont été déposées dans 1’herbier du
laboratoire de Biotechnologie Microbienne & Molécules Bioactives (LBM:B) sous les spécimens
suivant (BLMUP 350-352).
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2. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des plantes étudiées ont été obtenues par hydro-distillation a ’aide d’un
dispositif d’extraction de type Clevenger. De ce fait, 300 g de la matiére végétal seche a été placée
dans un ballon, contenant 1 L de I’eau distillée et surmonté d’une colonne de 55 cm de longueur
reliée a un réfrigérant. Ensuite, I’ensemble a été porté a I’ébullition pendant une durée de 2 heures
et 45 minutes. Les huiles essentielles extraites ont été récupérées et déshydratées par sulfate de
sodium (Na2S0Oa), et puis conservees dans des bouteilles opaques fermés hermétiquementa 4 + 1
°C. Le rendement (R) en huile essentielle est calculé en utilisant la formule ci-dessous :

R (%) = Masse d'huile essentielle (g) % 100
(%) = Masse du matériel végétal utilisé (g)

Il. Analyse de la composition chimique : Chromatographie en phase

gazeuse/spectrométrie de masse (CPG/SM)

1. Conditions opératoires

L’appareil de chromatographie en phase gazeuse de Hewlett-Packard (HP6890) (Santa Clara, CA,
USA) couplée a la spectrométrie de masse (HP5973) a été utilisé pour 1’identification des
composants chimiques des huiles essentielles. Le systeme est équipé d'une colonne capillaire HP-
5-MS en silicone phénylméthyle a 5 % (30 m x 0,25 mm x épaisseur de film de 0,25 um). La
température de la colonne utilisée est passée de 50 °C pendant 5 min a 200 °C avec un taux de 4
°C/min. Le gaz vecteur de chromatographie était L'hélium (1.8 mL/min). De plus, une tension
d'ionisation de 70 eV, une température de source d'ions de 230 °C et une gamme de balayage de
35-450 (m/z) ont été les conditions de fonctionnement de la spectrométrie de masse. La température
de l'injecteur et du détecteur était de 250 °C et le temps de maintien était de 48 min. Le machine
était pilotée par un systeme informatique de type "HP ChemStation", dirigeant son fonctionnement
permettant de suivre la progression des analyses chromatographiques. Les huiles diluées (1/10 dans
le methanol) de 0,5 pL ont été injectés manuellement.

2. ldentification des constituants

Les différents composes volatils a été identifés par comparaison de leurs spectres de masse et leurs
indices de kovats (IK) déterminés par rapport a une série d’alcanes (Cs-C24), avec ceux des
standards contenus dans les bases de données WILEY et NIST (Adams, 2017, 2001).
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I11. Etude de ’activité antimicrobienne

1. Microorganismes, culture et conditions de conservation

Le choix des microorganismes a été porté sur 12 souches connues par leur résistance aux

antibiotiques et leur implication dans la détérioration des aliments ou leur pouvoir pathogéne. Les

souches microbiennes font partie de la collection du laboratoire de Biotechnologie Microbienne et

de Molécules Bioactives (LBM2B). 11 s’agit de Staphylococcus aureus (ATCC (American Type
Culture Collection) 29213), Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Micrococcus luteus ATCC 14452, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica, Bacillus

cereus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida tropicalis, Mycobacterium aurum,

Mycobacterium smegmatis. Le tableau 3 présente les caractéristiques des souches étudiées.

Tableau 3. Caractéristiques des souches microbiennes étudiées.

Mobilité

Milieu d’isolement

Pathogénicité

Souches tests Type
E. coli Bacille a gram -
M. luteus Cocci a gram +

S. aureus Cocci a gram +

P. aeruginosa Bacille a gram -

B. cereus Bacille a gram +

B. subtilis Bacille a gram +

K. pneumoniae Bacille a gram -

S. enterica Bacille a gram -
M. aurum Bacilles acido-
alcoolorésistants
(BAAR)
M. smegmatis BAAR
C. albicans Levure
C. tropicalis Levure

Mobile (flagelles
péritriches)

Immobile
Immobile
Mobile (ciliature polaire

monotriche)

Mobile (ciliature
péritriche)
Mobile (ciliature
péritriche)

Immobile

Mobile (ciliature
péritriche)

Immobile

Immobile

Mobile

Mobile

Gélose éosine au bleu de méthyléne

(EMB)

Gélose trypticase soja (TSA)

Gélose Baird-Parker

géloses Drigalski, Hektoén, Mac

Conkey et cétrimide

Géloses au lait et de mossel

Géloses au lait et de mossel

Drigalski, EMB, Hektoen

Gélose Salmonella Shigella (SS)

Gélose de Sauton

Gélose de Sauton

Gélose yeast peptone glucose

(YPG)

Milieu yeast peptone glucose

Non pathogéne

Non pathogéne
Pathogene

Non pathogéne

Non pathogéne

Non pathogéne

Non pathogéne

Non pathogéne

Non pathogéne

Non pathogéne

Pathogéne

Pathogéne
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Les souches microbiennes ont été conservées dans des tubes Eppendorfs contenant 0,5 mL de
I’inoculum (germe + milieu de culture) et 0,5 mL de glycérol (a des pourcentages différents selon
le type de microorganisme) et maintenues & — 20 °C. Ceci permet d’assurer une conservation
pendant une longue période. Cependant, pour une conservation a court terme, les souches ont été
maintenues sur un milieu gélose incliné a 4 °C. Avant utilisation, les souches microbiennes ont été
revivifiées par deux sous-cultures dans un milieu de culture approprié pendant une période bien

déterminée (tableau 4).

Tableau 4. Milieux de culture et conditions d’incubation en fonction des germes.

Microorganismes Milieux de Conditions de
Culture (test antimicrobiennes) culture
Bacteéries Gélose de Muller Hinton (MH) 37 °C pendant 24 h
Levures Yeast peptone glucose (YPG) 30 °C pendant 48 h
Mycobactéries Geélose de Sauton 37 °C pendant 48- 72 h

2. Préparation du standard 0,5 McFarland

Le standard 0,5 McFarland est utilisé pour mesurer la turbidité lors de la préparation des
suspensions microbiennes. 1l est préparé comme suit : 0,05 mL de la solution chlorure de baryum
(BaCl2) a 1,175% est ajouté a 9,95 mL d'acide sulfurique (H2SOs4, 0,18 moL/L). L’absorbance de
0,08 a 0,10 correspond a 0,5 McFarland a une longueur d’onde (A) de 625 nm (Hombach et al.,
2012).

3. Préparation d’inoculum

3.1 Bactéries

A partir d’une culture jeune, 2 a 3 colonies pures bien isolées de chaque souche étudiée ont été
raclées a I‘aide d’une anse stérile, puis mises en suspension dans une solution d’eau physiologique
stérile (NaCl a 0,9 %). La turbidité de la suspension bactérienne doit étre équivalente au standard
McFarland 0,5 (~108 UFC/mL).
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La concentration finale de I'inoculum varie selon le test & effectuer, la concentration de 108
UFC/mL est utilisée pour le test d’aromatogramme, en contrepartie une concentration de 10°
UFC/mL a servie pour la détermination des CMIs des échantillons seuls et pour les tests de

formulation.

Enfin pour préparer 10 mL d’inoculum bactérien de 10° UFC/mL, 0.1 mL de I’inoculum
préalablement préparé (~108 UFC/mL) a été ajouté & 9.9 mL de milieu liquide Muller Hinton
(MHB) supplémenté de 0,15% d’agar.

3.2 Especes de Candida

En utilisant la méme démarche, deux inocula sont préparés pour les souches de Candida : Le 1*
équivalent & 106 UFC/mL utilisé pour le test d’aromatogramme (diffusion sur disque d‘agar) et le
2°Me gquivalent & 10° UFC/mL utilisé pour la détermination des CMIs en suivant les instructions

du comité national pour les normes de laboratoire clinique, Etats-Unis NCCLS (Rennie et al., 2012)

4. Diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque également connue sous le nom d’aromatogramme a été utilisée
comme une €tape préliminaire pour mesurer les diamétres d’inhibition produits par les huiles
autour du disque. Le protocole adopté était décrit par CLSI 2012 (Rennie et al., 2012) et
généralement utilisé pour les tests d'activité antimicrobienne des antibiotiques car il y a un manque
de protocoles établis et normalisés pour les tests des HEs (Burt, 2004). Pour chaque souche, une
suspension a été préparée dans du MHB, supplémenté de 0,15% d’agar. La densité optique (DO) a
été ajustée a la norme McFarland de 0,5 (absorbance autour de 0,08-0,1 a 600 nm). Le Mueller
Hinton agar (MHA) a été utilisé pour étaler sur plaque la suspension avec un écouvillon stérile,
puis des disques de papier filtre stériles (6 mm) ont été placés sur la boite inoculée. Ensuite, 6 pL
de chaque huile pure a été utilisée pour imprégner les disques de papier (porosité 20-25 um). Ce
volume a été choisi afin d'empécher la fuite des composés vers la zone autour du disque. Les
bactéries ont été laissées incuber pendant 20 heures a 37 °C. Par contre, les levures ont été incubées
pendant 48 heures a 30 °C. La vancomycine, chloramphénicol et le clotrimazole ont été utilisées
comme des controles positifs pour les bactéries et les espéces de Candida, respectivement. Apres

incubation, les halos d'inhibition ont ensuite été mesurés et exprimé en (mm) (figure 15).
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Tapis bactérien

Disque de papier
(6 mm) imbibé par
HE

(o} —l e

Aprés incubation

Inoculum bactérien

Boite de Pétri avec

gélose nutritive L
Diameétre

d’inhibition

Figure 15. Schéma descriptif de la méthode de diffusion sur disque d'agar.

Les résultats de ce test peuvent étre interprétés en fonction du diametre de la zone d'inhibition
(Z.1). En effet, I’activité de 'huile essentielle est classée selon Alrajhi et al. (2019):

e Faible activité a 10 mm ;
e Activité modérée: 10 < Z.1 <15 mm ;
e Forte activité 8 >15 mm ;

e Tres forte activité >20 mm.

5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les CMIs des HEs ont été déterminées par de la méthode de microdilution en milieu liquide en
utilisant les microplaques de 96 puits stériles (Benkhaira et al., 2022; El Hachlafi et al., 2023b). La
CMI est définie comme étant la dilution maximale de 1’échantillon (huile) qui produit une
inhibition complete de la croissance détectée a 1’ceil nu du microorganisme test apres 1’incubation.
Des concentrations d'HE allant de 8,0 % a 0,007 % (v/v) ont été dilues dans le milieu approprié
(MH, Sauton, YPG) contenant 0.15 % d’agar. De plus, 50 pL de la culture bactérienne
préalablement préparée ont été déposés dans chaque puits et ensuite les microplagues ont été
incubées pendant 24 heures pour les bactéries et 48-72 heures pour les mycobactéries a 37 °C. La
méme méthodologie a été utilisée avec les levures apres avoir remplacé le milieu bactérien (MH,
Sauton) par un bouillon d'extrait de levure peptonée (YPG), puis elles ont été incubées pendant 48

heures a 25 °C.
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Le milieu de culture contenant 0,15 % d’agar sans suspension microbienne a été utilisé comme
contréle de croissance. La vancomycine, le chloramphénicol et le clotrimazole ont été utilisées
comme des controles positifs pour les bactéries Gram®; Gram™ et les especes de Candida,
respectivement. Apres 1 h d’incubation, 15 puL de résazurine (RZ) ont été ajoutés a chaque puits
pour révéler la croissance bactérienne. La résazurine est un colorant bleu faiblement fluorescent
qui peut étre réduit de maniére irréversible en résorufine rose hautement fluorescente par
désoxygeénation. En raison de la fiabilité et de la sensibilité du changement de couleur de la
fluorescence et de ses caractéristiques non invasives, la RZ a été largement utilisée comme
indicateur redox dans les essais de viabilité/prolifération cellulaire pour les bactéries, les levures et

les cellules de mammiféres (figure 16).

N.B. Dans le cas des mycobactéries, la révélation a été réalisée par le MTT.

Cellule viable

Réaction de

NADH/H+ réduction

NAD+/H20

z—o0

/
/

HO o o HO o ¢}

Figure 16. Réduction du résazurine en résorufine par oxydoréductases des cellules viables.

6. Concentration minimale bactéricide (CMB)/ Fongicide (CMF)

Les valeurs de CMB et CMF sont déterminées en sous-cultivant 10 pL des puits qui n'ont pas
montré de croissance avec le test de CMI, dans des boites contenant un milieu de culture LB/Sauton
pour les bactéries et YPG pour les levures, puis en incubant dans des conditions appropriées pour
chaque microorganisme (CLSI, 2012). La CMB ou CMF correspond a la concentration minimale
de I’échantillon testé capable de tuer les microorganismes étudiées (destruction de 99.9% de

I‘inoculum microbien) (Benkhaira et al., 2022).
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7. Détermination du rapport CMB (CMF)/CMI

Les rapports CMB/CMI et CMF/CMI ont également été calculés afin d'élucider le mode d'action

possible des huiles testées (Balouiri et al., 2016) (tableau 5).

Tableau 5. Détermination des effets bactericide et bactériostatique des HEs.

CMB (CMF)/CMI Effet
<4 Bacteéricide
4 <CMB (CMF)/CMI <32 Bactériostatique
>32 Indifferent

IV. Plan d’expérience

1. Identification des facteurs et des réponses

Le plan choisi est un plan de mélanges centré augmenté a trois constituants. Les facteurs,
représentant une fraction de chaque huile dans le mélange, sont des grandeurs censées influencer
les variations de réponse, et peuvent aller de 0 a 1, avec la somme des trois proportions étant
toujours égale a 1 (tableau 6). Il s'agit donc d'un mélange sans contraintes. Par ailleurs, les réponses
correspondent a des effets antimicrobiens contre les souches étudiées, évaluées par la méthode de

microdilution (Détermination de CMI) décrite précédemment.

Tableau 6. Identification des facteurs et des réponses étudiees.

Composant Code des Niveau  Niveau Réponse Unité de

variables Inf Sup étudiée mesure

Mentha suaveolens S1 0 1 CMI % (V/v)

Ammi visnaga S2 0 1 CMI % (V/Iv)

Lavandula stoechas S3 0 1 CMI % (vIV)
Somme des proportions 1
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2. Conception du mélange et modéle mathématique

Le développement de formulations des HEs comprenait 10 expériences et était affiché sous forme
de triangle équilatéral (figure 17). Les sommets du triangle (S1, S2, S3) correspondent aux trois
huiles pures. Les milieux des cotés (S4, S5, S6) consistent en des mélanges binaires (50%/50%),
le centre du triangle est attribué aux mélanges ternaires (S7), cet essai a été répliqué trois fois, et
trois points supplémentaires (S10, S11, S12) ont été alloués au mélange ternaire. Par conséquent,
comme illustré dans la matrice expérimentale, le nombre d'expériences pour ce design était de
douze. Cette procédure de conception expérimentale a été appliquée pour développer la formulation
idéale tout en réduisant le nombre total d'expériences (Chraibi et al., 2023; Fadil et al., 2022). Elle
permet donc d'identifier la relation existant entre les variables et les résultats expérimentaux
mesurés. Dans cette étude, I'optimisation vise a déterminer les composants appropriés de la
formulation fournissant la combinaison optimale des HEs présentant la meilleure activité

antibactérienne. Le tableau 7 indique le ratio de chaque huile dans chaque formulation.

MS HE (S1)

0. 1

08 '9/' { 0.2
0.7 / \ 0.3
0.6 / \ 04
/ AV

0.5 4 5 :
0.4 / \ 0.6
0.3 / @ \ 0.7
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2 6 3
AV HE (S2) 0.9 0.8 0.7 0.6 0.4 0.3 0.2 0.1 LS HE (S3)

0.5

Figure 17. Apercu de la conception des points experimentaux pour un mélange a trois composants.
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Tableau 7. Différentes combinaisons sélectionnées par le plan de mélange.

N° de I’expérience M. suaveolens A. visnaga L. stoechas

HE HE HE

1 1 0 0

2 0 1 0

3 0 0 1

4 0,5 0,5 0

5 0,5 0 0,5

6 0 0,5 0,5

7 0,333 0,333 0,333

8 0,333 0,333 0,333

9 0,333 0,333 0,333

10 0,667 0,167 0,167

11 0,167 0,667 0,167

12 0,167 0,167 0,667

Les essais ont été réalisés aprés randomisation.

Les données ont été ajustées a un modeéle cubique spécial adoptant la régression des moindres

carrés pour déterminer les coefficients non identifiés dans I'équation suivante :

Y =0,S; + 06,5, + 03S; + 04,5:S, + 0135153 + 035,53 + 01235:5,5; + €

Avec :
Y est la réponse exprimée en % pour la CMI ;

Si présente the proportions des composants (i) dans le mélange ;
o1, 02, et o3 sont les coefficients des termes linéaires ;

o12, 013, €t 623 sont les coefficients des termes binaires ;

o123 est le coefficient des termes ternaires ;

¢ est le terme d’erreur.

3. Souches testées

Les formulations des HES ont été testées sur trois souches bactériennes qui sont Escherichia coli

(E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) et Staphylococcus aureus (S. aureus).
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4. Préparation des mélanges
Les différentes combinaisons ont été émulsifiées en utilisant le milieu de culture MHB supplémenté
de 0,15% d’agar. La proportion de chaque HE est ajoutée sur le bouillon, suivant le tableau 7, puis

homogénéisé a I’aide du vortex.

5. Analyse statistique
Les logiciels Design Expert version 12 et JMP version 14 ont été utilisés pour la conception du
plan d'expérience, ainsi que pour l'analyse statistique et graphique. Les résultats ont été exprimés
en moyennes + SD (n=3) (Jeddi et al., 2023). Le test ANOVA F a été appliqué pour valider la
signification des modéles ajustés. Le ratio Fratio (R/r) entre la régression du carré moyen (MSR)
et le carré moyen résiduel (MSr) a été utilisé a un niveau de signification de 95 %. La variabilité
des donnees autour de leur moyenne est efficacement élucidée par la valeur F la plus élevée. En
outre, le F ratio LOF/PE a été calculé sur la base de I'équation suivante :

Rapport F LOF/PE= MSLOF/ MSPE
Avec : MSLOF est le carré moyen du manque d'ajustement ;

MSPE est le carré moyen de I'erreur pure.

Cette formule a été utilisée pour évaluer si le modéle correspondait de maniére adéquate aux
données observées. Des valeurs élevées du rapport F LOF/PE suggérent un manque d'adéquation
du modele (Chraibi et al., 2023; Fadil et al., 2022). En outre, le coefficient de détermination (R?) a
été appliqué pour Vérifier la qualité du modéle suppose, tandis que le test de Student a été utilisé

pour affirmer ou rejeter la signification des coefficients estimés.

6. Outils d'optimisation
Des tracés d'optimisation 3D et 2D, élucidés par des courbes d'iso-réponse, ont été appliqués pour

déterminer la zone de compromis optimale, démontrant I'excellente valeur des réponses étudiées.

Ces illustrations permettent de détecter les intervalles précis des facteurs ajustés, en montrant la
relation entre la réponse souhaitee et les facteurs (Ez-zoubi et al., 2022; Ouedrhiri et al., 2022). En
outre, le test de désirabilité a été réalisé pour atteindre avec précision la combinaison appropriée
avec une proportion de compromis. Ce test permet de trouver un réglage optimal précis avec un
taux compris entre 0 et 1. La valeur O est obtenue lorsque les facteurs fournissent une réponse

indésirable, tandis que la valeur 1 indique la réponse souhaitée la plus élevée (Fadil et al., 2022).
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V. Effet anti-adhésion

1. Préparation du materiau

Dans cette étude, un matériau en acier inoxydable précisément de type 304L de 1 cm de c6té a été
utilisé. La composition du matériau est la suivante : 18,95 % de chrome (Cr), 0,02 % de carbone
(C), 1,11 % de silicium (Si), 7,93 % de nickel (Ni), 1,36 % de manganése (Mn), le reste étant du
fer (Fe) (Augereau et Despaux, 2000). Les coupons en acier inoxydable 304L ont été soumis a
I'érosion a l'aide de papiers en carbure de silicium de 100 a 1500 grains. Les coupons ont ensuite
été rincés a l'eau purifiée, puis déshydratés par ultrasons a l'aide d'éthanol et séchés a I'air. Avant
chaque test, les coupons ont été désinfectés avec une solution d'éthanol, puis séchés pendant 30

minutes sous lumiére UV.

2. Souches bactérienne cibles
Afin d’étudier I’impact des huiles essentielles étudiées et leurs formulations optimales sur le
biofilm formé par les souches adhérentes sur I’acier inoxydable 304L, une souche a Gram positif :

S. aureus et une autre a Gram négatif : P. aeruginosa ont été sélectionnées pour ce but.

3. Traitement de I’acier inoxydable 304L par les HES

L'impact des HEs et de leurs mélanges optimaux sur les paramétres physicochimiques des coupons
en acier inoxydable 304L a été évalué aprés avoir déterminé les valeurs 2 x CMI de chaque
échantillon. La méthode de microdilution a permis d'obtenir les 2 x CMI suivantes : 0,125 % (v/v)
pour L. stoechas et A. visnaga, et 0,025 % (v/v) pour M. suaveolens contre S. aureus, tandis que
0,5 % (v/v) était la 2 x CMI pour les trois HES contre P. aeruginosa. Selon les données du plan de
mélange, nous avons déterminé les valeurs 2 x CMI des mélanges optimaux des HEs contre S.
aureus (mélange optimal 1) et P. aeruginosa (mélange optimal 2), qui sont respectivement de
0,0624 et 0,25 % (v/v). Ensuite, un volume de 12 pL de chaque échantillon a été placé sur la surface
des coupons pendant 10 minutes (Zouine et al., 2022). Aprés adsorption des échantillons, les

mesures d’angles de contact ont été réalisées.

4. Evaluation de I'angle de contact

Les propriétés physicochimiques de la surface de I’acier inoxydable 304L et des cellules
bactériennes ont été déterminées a l'aide d'un goniometre (GBX instruments, France) par la
méthode de la goutte sessile (Lekbach et al., 2018).
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Les angles de contact ont eété mesurés a 25 = 2 °C en utilisant l'eau, le formamide et le
diiodométhane comme liquides de référence ayant des caractéristiques énergétiques connues
(tableau 8). Une goutte de 2 puL du liquide testé a été distribuée sur la surface des échantillons et
les angles de contact ont été mesurés 15 secondes apres la stabilisation de la goutte. Le test a été
réalisé en trois répétitions.

Tableau 8. Caractéristiques énergétiques (mJ/m?) des liquides purs utilisés pour mesurer les angles
de contact.

Liquide v "W (mJ/m?) v *(mJ/m?) v “(mJ/m?)
Eau 21,8 25,5 25,5
Formamide 39 2,3 39,6
Diiodométhane 50,5 0 0

Composant Lifshitz-van der Waals (y-"), le donneur d'électrons (") et I'accepteur d'électrons (y*).
5. Mesures de I'énergie libre de surface et de I'hydrophobicité

L'approche de Van Oss (Sadiki et al., 2017) a été utilisée pour définir les parameétres
physicochimiques (y+, y-, et YLW) et I'énergie libre de surface (AGiwi) pour les coupons en acier

inoxydable 304 L traités et non traités.
yI (1 + cosB) = 2. [(ys LW. YILW) 1/2] + 2.[(ys+. y1 =) 1/2] + 2.[(ys — .yl +) 1/2]

Avec :
L et S désignent respectivement les phases liquides et la surface solide, tandis que 6 correspond a

'angle de contact. La mesure de 1'énergie libre totale de la surface ys est effectuée comme suit :
YS =ySLW + yS AB
Ou le paramétre de I'acide-base de Lewis est égal a :
(YSAB) = 2(yS-yS+)1/2
L'hydrophobie qualitative a été détectée en mesurant l'angle de contact de 1'eau (6w). Si Ow est
inférieur a 65°, la surface est considérée comme hydrophile, cependant, des valeurs plus élevées
indiquent des matériaux hydrophobes. Par ailleurs, I'hydrophobie quantitative a été évaluée a l'aide

de l'approche de Van Oss qui consiste a calculer 1'énergie libre (AGiwi) d'interaction entre deux

entités du matériau lorsqu'elles sont plongées dans I'eau.
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Un AGiwi positif indique des surfaces hydrophiles, tandis que des valeurs négatives suggerent des
surfaces hydrophobes (Lekbach et al., 2018).

AGiwi = =2 [((yiLlW)1/2 — (ywlW)1/2 )2 + 2((yi +vi—)% + (yWw + yw—) %
= (vi + yw—) %) = (yw + yi—) )]

6. Evaluation de I'adhésion

Une culture bactérienne a été préalablement préparée dans du milieu LB pendant une nuit a 30 °C,
puis les cellules ont été collectées par centrifugation (6000 rpm, 10 min), érodées deux fois avec
une solution stérile de nitrate de potassium (KNO3) 0,1 M, et mises en suspension dans la méme
solution. La densité optique de la suspension bactérienne a été ajustée a 0,4 (OD600nm). Les
coupons en acier inoxydable 304L stérilisés ont été placés dans 10 mL de la suspension bactérienne
préparée (Zouine et al., 2022). Le contrdle contenait des coupons stériles dans une solution de
KNO3 0,1 M uniquement.

7. Expérience d'anti-adhésion

Les coupons prépares comme décrit précédemment ont été incubés pendant 10 h a 25 °C. Ensuite,
les échantillons ont été rincés avec du tampon phosphate salin (PBS), et déshydratés avec des
concentrations croissantes d'éthanol (de 5% a 100%) pendant 10 min pour éliminer les cellules non

adhérées.

8. Microscopie electronique a balayage (MEB)

Le principe du microscope électronique a balayage (MEB) consiste en un balayage de la surface
des échantillons par un faisceau d’¢lectrons a haute tension, généré par une source d’électrons
appelée canon, de fagcon synchrone et concentrée sur un plan particulier par rapport a 1’échantillon
a travers de lentilles électromagnétiques (objectifs). Ce processus engendre plusieurs interactions
électron/matiere qui produisent une émission de particules secondaires réfléchies de la surface des
échantillons. Des détecteurs placés dans la chambre sous vide collectent ces signaux secondaires
et le systéme de visualisation d’images peut ainsi modéliser des images en trois dimensions de la
structure des échantillons. Ce mode d‘analyse par MEB présente un avantage non négligeable
permettant d’étudier les échantillons sans préparation préalable, ce qui leur permet de conserver

leur état naturel (Zouine et al., 2022).
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La morphologie de la surface de I’acier inoxydable 304L a été examinée a I'aide d'un MEB (JEOL,
it500 HR, Japon). Ensuite, toutes les images MEB ont été traitées avec le programme Matlab afin
de déterminer le pourcentage d'adhésion des cellules bactériennes. Le logiciel Matlab quantifie
I'adhésion expérimentale en calculant le rapport entre la surface couverte par les cellules

bactériennes et la surface totale de la surface acier inoxydable 304L.

V1. Activité antioxydante
1. Piégeage du radical libre DPPH

1.1 Mode opératoire

Le 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH) a été utilisé pour la détermination des activités de
piégeage des radicaux libres des HEs (Liu et al., 2009). En bref, des aliquotes de 100 pL de
différentes concentrations des HEs dissoutes dans I'éthanol ont été ajoutées a 750 pL d'une solution
éthanolique de 0,004 % de DPPH. Le mélange a été agité par vortex, et apres 30 min d'incubation,
les absorbances ont été immeédiatement déterminées par un spectrophotomeétre a 517 nm. L'acide
ascorbique et I’hydroxytoluéne butylé (BHT), des antioxydants synthétiques, ont été utilisé comme

contrdles positifs (0,1 & 0,0125 mg / mL). Les tests ont été effectués en trois répétitions.
L'activité de piégeage des HEs a été calculée selon la formule suivante :

Abs control — Abs HE
AA (%) = Abs control x 100

Avec : AA : Activité Antioxydante ; Abs : absorbance.
1.2 Détermination de Clso (g / mL)

Les concentrations, de chaque huile, fournissant une inhibition de 50 % (Clsp) ont a été calculé
selon la procédure suivante : Les taux d'inhibition (y) ont été tracés en fonction des concentrations

des échantillons (x) aux 6 points, et la ligne de régression respective (y = ax + b) a été tracée.

Il n'était pas nécessaire que la ligne de régression passe par l'origine. En réalité, étant donné que la
courbe d'inhibition n'était pas complétement droite mais Iégérement courbée, nous pouvons
calculer la valeur de Clso en utilisant la méthode d'interpolation en reliant les deux points autour
de l'inhibition de 50 % par une ligne droite, comme suit : Deux points encadrant un taux d'inhibition
de 50 % ont été selectionnés, et une ligne de regression (y = ax + b) a été tracée.
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Ensuite, la concentration de 1’échantillon (X) a été calculé en remplagant la valeur de Y par 50 dans

I'équation de régression y = ax + b.
2. Piégeage du radical libre ABTS

Le test de décoloration de I'ABTS+ a été réalisé comme décrit precédemment dans la littérature (El
Omari et al., 2019). De maniére concise, le cation radicalaire (ABTS+) a été produit en mélangeant
des aliquotes équivaux de 7 mM de solution ABTS et 2,45 mM de solution de persulfate de
potassium (K2S20s). Le mélange a été incubé dans un endroit sombre a 25 °C pendant 14 & 16
heures. Ensuite, la solution ABTS+ obtenue a été diluée avec du méthanol jusqu'a atteindre une
absorbance de 0,7 (£ 0,03) a 734 nm. Ultérieurement, 2 mL de I'ABTS+ préparé ont été ajoutés a
200 pL de ’'HE puis incubés pendant 3 min. L'absorbance a été lue a 734 nm et le potentiel
antioxydant des HEs a été rapporté comme Clso = déviation standard (SD) (n = 3). L'acide

ascorbique et le BHT ont été utilisés comme témoins.

3. Pouvoir réducteur

L'aptitude réductrice des HEs a été étudiée selon la méthode décrite par Bouyahya et al. (2017)
avec de légeres modifications. La solution réactionnelle a été préparée en mélangeant les HEs (0,5
mL) avec le tampon de phosphate (1,25 mL, 0,2 M, pH 6,6) et le ferricyanure de potassium (1,25
mL). Ensuite, les HES ont été incubées dans un bain thermostaté a 50 °C pendant 25 minutes. Un
volume de 1,25 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % a été ajouté pour arréter la réaction,
puis le mélange a été centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes. Apres, 1,25 mL du
surnageant ont été ajoutés a un mélange contenant 1,25 mL d'eau distillée et 0,25 mL de chlorure
de fer (I11) (0,1 %). L'absorbance a été lue a 700 nm contre un blanc qui inclut tous les réactifs sauf
le chlorure de fer (IIl) et comparée a l'acide ascorbique et au BHT, utilisés comme étalons
synthétiques. Le pouvoir réducteur a été exprimé en termes de valeurs de concentration efficace
(CEsp) £ SD (ug/mL).

4. Test de blanchissement du B-caroténe

Une solution mére a été préparée pour une émulsion de p-caroténe-acide linoléique en dissolvant
du B-caroténe a 1 mg/mL dans 5 mL de chloroforme, et en ajoutant 10 mg d'acide linoléique et 100
mg de Tween 80. Le chloroforme est ensuite évaporé par un évaporateur rotatif a une tempeérature

de 40 °C, puis 50 mL d'eau distillée ont été ajoutés avec agitation vigoureuse.
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Ensuite, un volume de 2 mL de la solution obtenue, a été ajouté a 250 uL de I’HE a différentes
concentrations. Aprés agitation, le mélange a été incubé pendant 2 h & 50 °C. Par ailleurs, deux
témoins ont été préparés, I'un avec le BHT standard (témoin positif) et l'autre sans échantillons
(blanc) (EI Hachlafi et al., 2023; Kandsi et al., 2022).

L'absorbance a 470 nm a été immédiatement mesurée a 0 min, et ensuite aprés 2 heures
d’incubation, pour chaque huile. L'activit¢ antioxydante (AA) a été calculée en termes de
pourcentage de couleur résiduelle a I'aide de I'équation suivante :

A0 — At
A0

AA (%) = x 100

Avec :

Atest I'absorbance de I'échantillon apres 2 h et A0 est I'absorbance de I’HE au début de I'incubation.

Les résultats ont été exprimés en Clsp (concentration nécessaire pour causer une inhibition de 50
% : pg/mL).

VII. Activité antidiabétique

1. Inhibition in vitro de I'a-amylase pancréatique

Le potentiel inhibiteur des HEs étudiées contre 1'a-amylase pancréatique a été évalué selon la
procédure décrite par Thalapaneni et al. (2008). Le mélange d’essai contenant 200 uL de tampon
phosphaté (0,2 M ; pH= 6,9), 200 uL de solution enzymatique d'a-amylase (13 UI), et 100 pL
d'huiles testées a différentes concentrations (0,062, 0,12, 0,12, 0,25, 0,5 et 1 mg/mL) ou 100 puL
d'acarbose (Controle) (0,45, 0,9, 2,25 et 4,5 mg/mL). Les mélanges ont été préincubés a 37 °C
pendant 10 min. Ensuite, 200 pL d'amidon (1%) dissous dans du tampon phosphaté ont été ajoutés
a chaque tube et ont été incubés pendant 20 min a 37 °C. Pour arréter la réaction enzymatique, 600
uL de réactif coloré : I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) ont été ajoutés. Juste apres, les tubes ont
été incubés pendant 8 min a 100 °C, puis, ont été placés dans un bain d'eau glacée pendant quelques
minutes. Le mélange a été dilué en ajoutant 1 mL d'eau distillée et I'absorbance a été mesurée a

540 nm. Le pourcentage d'inhibition a été établi a 1'aide de 1’équation suivante :

L s el DO test — DO controle
Pourcentage d’activité inhibitrice = - x 100
DO controle

Avec, DO : la densité optique mesurée a 540 nm.
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La concentration des échantillons inhibant 50 % (Clso) de 'activité enzymatique de I'a-amylase est
calculée graphiquement selon la fonction :
Pourcentage d'inhibition = f (log concentration de I'échantillon)

2. Inhibition in vitro de 1'a-glucosidase intestinale

L'effet des HEs étudiées contre l'activité de 1'a-glucosidase a été quantifié par calorimétrie en
surveillant la libération de glucose lors de la degradation du saccharose, selon le protocole décrit
par Kim et al. (2005) avec quelques modifications. Les mélanges d'essai contenaient 100 puL de
saccharose (50 Mm), 1000 puL de tampon phosphate (50 mM ; pH = 7,5) et 100 puL de solution
d'enzyme a-glucosidase (10 Ul). 10 puL de solutions d'eau distillée (Contrdle), d'acarbose (Controle
positif) ou HEs a des concentrations différentes ont été ajoutés au mélange. Ensuite, le mélange a
été incubé a 37 °C dans un bain-marie pendant 25 minutes. Ultérieurement, le mélange a été chauffé
a 100 °C pendant 5 minutes afin d'arréter la réaction enzymatique, et le glucose libéré a été estimé
par la méthode de la glucose-oxydase a I'aide d'un kit commercial (God-Pod, USA).

L'absorbance a été mesurée a 500 nm et le pourcentage d'inhibition a été déterminé en utilisant

I’équation ci-dessous :

DO test — DO controle

Pourcentage d'activité inhibitrice = — x 100
DO contrdle

Avec :

DO : la densité optique mesurée a 500 nm ;

La concentration des échantillons inhibant 50 % (Clso) de I'activité enzymatique de I'a-glucosidase

est calculée graphiquement selon la fonction :

Pourcentage d'inhibition = f (log concentration de I'échantillon)
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I. Description, rendement et compositions chimiques des HEs
1. Caractéristiques et rendements des HEs étudiées
Le tableau X présente, le rendement et les caractéristiques organoleptiques des HES obtenues a

partir des parties aériennes d’A. visnaga, L. stoechas et M. suaveolens.
Tableau 9. Aspect, couleur et odeur des HEs des plantes médicinales étudiées.

Huiles Aspect Couleur Caractéristiques Rendement
essentielles organoleptique (% viw)
A. visnaga Liquide Transparent Anisée et 1,12+ 0,10
terreuse
L. stoechas Liquide Jaune clair a Camphrée et 3,05+£0,28
orangé amere
M. suaveolens Liquide Jaune péle Mentholée 1,48 + 0,13

L'hydrodistillation des parties aériennes d’A. visnaga a donné une HE avec un rendement moyen
de 1,12 £+ 0,10%. Une étude menée sur A. visnaga de la région de Meknés révele un rendement en
HE de 0,13 £ 0,05% (Soro et al., 2015). En outre, Satrani et al. (2006) ont reporté un rendement de
0,27% pour cette espéce dans la région d'Ouazzane en utilisant 1’extraction par la technique
d'entrainement a la vapeur. Zrira et al. (2003) ont montré que I'extraction par hydrodistillation des
ombelles seches de la méme espece de la région du Gharb a donné un rendement de 0,4%, tandis
que I'extraction par fluide supercritique de ce méme matériel végétal a augmenté le rendement a
1,5%. Une autre étude menée par Khadhri et al. (2011) a montré un rendement en HE de 0,2% a
partir de fruits secs d'A. visnaga de Tunisie. Cependant, Khalfallah et al. (2011) ont signalé un

rendement de 1,3% des échantillons d'Algerie.

Le rendement en HE de L. stoechas est de 3,05 + 0,28% (v/w). Ce rendement est comparable a
ceux reporté par d’autre études menées dans différent régions dans le Maroc (entre 2,85 et 3,34%
viw) ((Benali et al., 2023; Bouyahya et al., 2017; Ez zoubi et al., 2020). Toutefois, les populations
de L. stoechas de différents localités d’Algérie ont des rendements en HEs inférieure varie entre
0,72% et 0,95% (Boukhatem et al., 2020; Laib, 2012).

En outre, d'aprés les observations de Insawang et al. (2019), les rendements en HESs issus de cing

variétés de L. stoechas originaires de Thailande se situaient entre 0,18% et 0,82%.
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L’extraction par hydrodistillation des parties aériennes de M. suaveolens a produit une HE avec un
rendement moyen de 1,48 + 0,13%. Ce rendement est supérieur a celui rapporté dans des études
précédent avec des échantillons de la région de Marrakech 0,77 £ 0,14% et 0,90 £ 0,20% (Kasrati
et al., 2014, 2013). Cependant, le rendement d’extraction de I’HE de M. suaveolens provenant de

la région de Khénifra a montré un pourcentage plus éleve (4,32 % + 0,21 v/v) (Zerkani et al., 2021).

La variation des rendements en HEs peut étre attribué a diverses conditions, surtout, la technique
d’extraction utilisée, le processus de séchage, l'environnement de croissance de la plante, le

génotype et I’origine géographique de la plante.
2. ldentification chimique des HEs par CPG-MS

La composition chimique des HEs d’A. visnaga, L. stoechas et M. suaveolens, selon 1’analyse par
CPG-SM, ainsi que le pourcentage de chaque composé, I'ordre d'élution, la formule moléculaire et
I'indice de Kovats (IK) sont résumés dans le tableau 10. Au total, 46 composés (figure 18) ont été
identifiés dans les trois huiles étudiées. Vingt neuf, treize et dix constituants ont été identifiés dans
les HEs d’A. visnaga, M. suaveolens et L. stoechas, respectivement, représentant 98,69 %, 96,17
% et 98,88 % de ces huiles.

Les HEs de L. stoechas et M. suaveolens se caractérisent par une prédominance des monoterpénes
oxygenés (83,76 % et 80,33 % respectivement) par rapport aux hydrocarbures (10,07% et 7,94%).
Les sesquiterpénes sont présents uniquement a une teneur de 9,66% et 6,24% pour les HEs de L.
stoechas et M. suaveolens, respectivement avec l’absence de composés sesquiterpéniques
oxygénés dans I’HE de M. suaveolens. Les principaux composants identifiés dans I’HE de L.
stoechas sont la fenchone (29,77 %), le camphre (24,9 %) et le linalol (10,36 %), tandis que I'oxyde
de pipéritenone (74,55 %) est le composant majoritaire de I’HE de M. suaveolens. De plus, des
molécules telles que le D-limonéne (6,56 %), le 1,8-cinéole (4,73 %) et le germacréne D (3,52 %)

ont egalement été observees en proportions relativement modestes dans cette huile.

L’HE d’A. visnaga est également dominée par la fraction monoterpénique (69,02%), dont 46,68 %
de monoterpenes oxygenés et 22,34 % d'hydrocarbures monoterpéniques. Les sesquiterpénes sont
présents a une faible concentration (5,15%) et avec I’absence des dérivés oxygénés. Le composant
principal de cette HE est le linalol (38,29 %), conjointement avec l'acide butyrique (15,01 %) et le

B-ociméne (5,07 %) comme composés majoritaires.
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Figure 18. Chromatogramme d'analyse par GC-MS des HEs de (a) L. stoechas, (b) M.
suoveloens et (¢) A. visnaga
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Tableau 10. Composition chimique (en %) des HEs étudiées.

N° Composés Formule IK@ Al visnaga L.stoechas M. suaveolens
moléculaire HE HE HE

% Aire du pic relative

1 Isovalérate d'allyle CsH140 910 1,1 - -
2 a-Thujéne CioH1s6 921 1,04 - -
3 a-Pinéne CioH1s6 943 1,44 - -
4 Campheéne CioH1s6 952 2,33 7,16 -
5 Acide butyrique C4HsO2 957 15,01 - -
6 B-Pinéne CioH1s6 965 3,11 - -
7 B-Thujéne CioH1s6 968 2,16 - -
8 B-Myrcene CioH1s6 989 2,87 - -
9 o0.4-Carene CioHise 997 0,3 - -
10 Isovalérianate CoH1s02 1011 1,44 - -
d'isobutyle
11 Isobutyrate d'isopentyle ~ CgHi1302 1017 4,92 - -
12 0-Cymene C1oH1s6 1026 0,37 2,91 -
13 1,8-Cinéole CiwoH1sO 1030 0,15 - 4,73
14 D-Limonéne CioH1se 1031 3,31 - 6,56
15 S-Phellandréne CioH1s6 1035 0,3 - -
16 S-Ocimene CioH1s6 1048 5,07 - -
17 Oxyde de linalol CioH1802 1075 2,18 - -
18 Linalol CioH180 1082 38,24 10,36 -
19 Fenchone C10H160 1088 - 29,77 -
20 Camphre CioHisO 1138 - 24,9 -
21 Terpinéne-4-ol C1oH1sO 1176 - - 1,38
22 Isopinocampheol C1oH1sO 1180 - - 2,16
23 a-Terpinéol C10H180 1184 0,7 - -
24 Pulégone CioHisO 1212 2,11 - -
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25 Géraniol CioH180 1239 0,1 - -
26 Acétate de bornyle C12H2002 1277 - 5,3 -
27 2-Undécanone CuH20 1290 0,74 - -
29 Carvacrol CioH140 1298 - 4,9 -
29 Acétate de myrtenyl Ci12H1802 1314 - 5,51 -
30  Oxyde de pipériténone C10H1402 1366 - - 74,55
31 Copaéne CisHa4 1370 1,18 - -
32 Isovalérate de benzyle Ci12H1602 1394 0,78 - -
33 Isobutyrate de C14H2402 1416 1,2 - -
lavandulyle
34 Caryophylléne CisH24 1421 - - 1,32
35 B -Farnesene CisH24 1451 3,29 - -
36 Germacrene D CisH24 1500 0,68 - 3,52
37 S -Himachaléne CisH24 1503 - - 1,4
38 Lavandulyl 2- CwH260 1504 2,09 - -
méthylbutanoate
39 y-Cadinéne CisHa4 1513 - 1,28 -
40 o-Cadinene CisH24 1519 - 1,88 -
41 Butyrate de citronellyle  CisH260> 1526 0,48 - -
42 Cubebol CisH260 1584 - 2,68 -
43 a-Copaéne-8-ol CisH240 1587 - 1,43 -
44 Viridiflorol CisH26O 1589 - 2,39 -
45 Cinérolon CioH1sO2 1641 - - 2,32
46 Atlantone CisH220 1698 - - 0,94
Total 98,69 96,17 98,88
Monoterpenes hydrocarbures 22,34 10,07 7,94
Monoterpenes 0Xygénés 46,68 80,33 83,76
Sesquiterpénes hydrocarbures 5,15 7,27 6,24
Sesquiterpénes oxygénés - 2,39 -
Autres 24,47 - 0,94

2 Indice de Kovats.
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Ces résultats corroborent avec ceux rapportés par d'autres études menées sur les HESs de L. stoechas
et M. suaveolens au Maroc. En effet, Bouyahya et al. (2017) ont trouvé que les HEs de L. stoechas
collectées dans la région de Ouezzane sont riches en fenchone et en camphre. Cependant, une autre
étude réalisée par Cherrat et al. (2014) a indiqué que les principaux composants de I’HE de L.
stoechas sont le cubénol, le 10s,11s-Himachala-3(12),4-diéne, le méthyle eugénol et le 5-cadinéne.
En dehors des chémotypes camphre/fenchone, 1'identification chimique de I’HE de L. stoechas a
révélé la présence de campheéne, d'eucalyptol, de linalol, d'eugénol, de 3-cadinéne et de a-cardinol
dans différentes régions du Maroc (Benabdelkader et al., 2011; Ez zoubi et al., 2020). Pourtant,
d'autres composants, tels que le p-cymeéne, le bornéol, le caryophylléne, le menthol, I'acétate de
linalyle, ont été caractérisés comme composants majoritaires (Biltekin et al., 2022; Bozkurt et al.,
2020; Goren et al., 2002). Des études antérieures menées dans d'autres régions du monde ont
indiqué la présence d'autres chémotypes dans les HEs de L. stoechas tels que la pulégone, p-cyméne
et I'eucalyptol (Benabdelkader et al., 2011; Carrasco et al., 2015; Hassiotis, 2010).

Il est intéressant de noter qu'une investigation récente effectuée par Benali et al. (2023) a montré
des différences quantitatives et qualitatives dans la composition chimique des HEs de L. stoechas
collectées dans trois régions du Maroc (Taza, Khénifra et Beni Mellal). Ils ont indiqué que les HES
de L. stoechas de la région de Taza sont riches en fenchone (14,39%) et en aldéhyde cadinique
(10,61%), tandis que les HEs de L. stoechas collectées a Khénifra et Beni Mellal sont
principalement dominées par le cubébol (22,68%)/ camphre (22,29%) et le T-muurolol (18,40%)/
cubébol (16,07%)/ camphre (13,40%), respectivement (Benali et al., 2023). Cela confirme
I'affirmation selon laquelle les conditions écologiques, climatiques et nutritionnelles de la plante
influencent la production de composants volatils. En effet, de nombreuses études ont mis en
évidence la corrélation positive entre la variation des facteurs extrinseques et intrinseques des
plantes, tels que le climat, le contenu du sol, les voies métaboliques et les constituants chimiques
des HEs (Baldwin and Oberbauer, 2022; Laftouhi et al., 2023).

En ce qui concerne I’HE de M. suaveolens, des recherches précédentes menees au Maroc ont
également révélé que l'oxyde de pipéritenone était le composant majeur de cette HE avec des
pourcentages relatifs supérieurs a 60 % (Benali et al., 2020; Zekri et al., 2016, 2013; Zerkani et al.,
2021). Cependant, la pulégone (32,09 %) et le B-caryophylléne (26,67 %) sont identifiés comme

des composants majeurs dans les échantillons de M. suaveolens de Tunisie (Riahi et al., 2013).
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Dautres études ont indiqué que la pulegone, la menthone et le carvéol sont les principaux
composés. Hussain et al. (2010) et Boukhebti et al. (2011) ont analysé la composition chimique
des huiles essentielles de M. suaveolens du Pakistan et d'Algérie pour lesquelles le composé

majoritaire était le carvone avec des pourcentages respectifs de 59,5 % et 59,4 %.

En revanche, le profil chimique de I'HE d’A. visnaga, qui pousse a I'état sauvage dans le Nord-
Ouest du Maroc, n'a pas encore été bien élucide a I'aide d'une analyse CPG-SM. Toutefois, des
études menées dans d'autres régions ont révélé une large gamme de composés volatils. En Tunisie,
Khadhri et al. (2011) ont identifié le linalol, le 2-méthyl-butyrate d'isoamyle et l'isopentyl-
isovalérate comme étant les composés dominants de I'HE d’A. visnaga. En outre, le 2-
méthylbutyrate, le linalol, le limonéne et l'isovalérate d'isoamyle constituaient les principales
molécules de I'HE d’A. visnaga originaire d'Algérie (Keddad et al., 2016). Dans une autre étude
menée par Talaat et al. (2014) sur A. visnaga cultivée en Egypte, le thymol, I'acétate de fenchyle,
I'acide 2,2-diméthyl butanoique, l'isobutyrate d'isobutyle, 1'a-isophorone et le linalol étaient les
composés les plus abondants. Cependant, I'nydrate de cis-pinéne, 1'octadécanoate de méthyle, le y-
terpinene et le (E)-B-ocimeéne représentaient les principaux composants de 1'HE d’A. vishaga

d’origine iranienne (Akaberi et al., 2020).

Cette différence s'explique principalement par la variabilité des conditions écologiques entre les
origines géographiques des plantes. Il convient de noter que Khalil et al. (2020) ont montré que la

composition chimique de I’HE d’A. visnaga est variable entre plusieurs régions.

Il est prudent de dire que la composition chimique des huiles essentielles est susceptible de varier
qualitativement et quantitativement en fonction de la partie de la plante et de son stade végétatif.
Plusieurs études ont porté sur la variabilité du profil chimique des HEs d’A. visnaga, de L. stoechas
et M. suaveolens (Benali et al., 2020; Bouyahya et al., 2017; Talaat et al., 2014). Elles ont suggéré
que cette fluctuation peut étre attribuée a la différence de biotypes et d'origines géographigues, en
particulier aux variations de I'environnement de croissance de la plante, telles que la nature du sol,
le rayonnement solaire et les conditions climatiques. Ces facteurs environnementaux peuvent
affecter I'expression de certaines enzymes clés, conduisant a la régulation de la biosynthese, du

métabolisme et de la sécrétion des métabolites secondaires (Mandoulakani et al., 2017).
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I1. Activité antimicrobienne

1. Diffusion sur disque d’agar - Criblage antimicrobien

L’activité antimicrobienne des trois huiles essentielles étudiées a été d’abord évaluée a 1’aide de la
technique de diffusion sur disque d'agar. Cette méthode permet un criblage préliminaire de I'effet
bactériostatique des HEs avec des données principalement qualitatives en catégorisant la sensibilité
des microorganismes (sensibles, intermédiaires ou résistantes) (Abdallah, 2016, 2011). D’une
maniere générale, cette technique offre de nombreux avantages par rapport aux autres méthodes :

simple, de faible colt, permet de tester différent types de microorganismes et d’agents.

Les zones d’inhibition obtenues pour les bactéries, les mycobactéries et les espéces de Candida

sont représentées par les figures 19 (a), (b) et (c), respectivement.

L’analyse des résultats obtenus montre que les trois HES étudiées montrent une activité vis-a-vis
des 12 souches microbiennes testées, a savoir les bactéries, les mycobactéries et les espéces de
Candida. En effet, I’HE de L. stoechas s’est avérée la plus active contre toutes les souches
bactériennes testées avec des diamétres d’inhibition allant de 14,56 + 1,66 mm a 34,15 + 2,37 mm.
L’huile essenticlle de M. suaveolens posséde également une activité antibactérienne relativement
importante avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 10 = 0,5 mm et 28,66 + 2,4 mm.
Cependant, I’huile essentielle d’A. visnaga a démontré le plus faible pouvoir inhibiteur contre les
souches bactériennes testées avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 7,24 + 1,00 mm et
21,33 £ 0,1 mm. Généralement les bactéries a gram positif, surtout les mycobactéries, B. subtilis
et M. luteus ont montré une plus grande sensibilité aux HEs par rapport aux bactéries a gram
négatif. Cependant, certaines bactéries a gram négatif telles que S. enterica et P. aeruginosa sont

apparues sensibles aux HEs étudiées, surtout a I’HE de L. stoechas.

Selon plusieurs chercheurs, les bactéries a Gram négatif sont généralement moins sensibles a
I'action des HEs que les bactéries a Gram positif, en raison de leur membrane externe entourant la
paroi cellulaire qui restreint la diffusion des composés hydrophobes a travers son revétement
polysaccharidique (Cos et al., 2006; Cosentino et al., 1999; Hyldgaard et al., 2012; Trombetta et
al., 2005). Cet événement semble étre lié a la composition lipidique et a la charge nette de la surface

des membranes microbiennes (Trombetta et al., 2005).

Cette affirmation n'est pas toujours vraie ; en effet, certains chercheurs n‘ont trouvé aucune

différence de sensibilité aux HEs entre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives, alors que
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d’autres ont trouvé une plus grande sensibilité chez les Gram-négatives (Gulluce et al., 2007;
Petretto et al., 2014).

En ce qui concerne le potentiel antifongique, les résultats de la méthode de diffusion sur disque ont
montré que I’huile essentielle de M. suaveolens a une forte activité antifongique contre C. albicans
(28 £ 1,5 mm), et C. tropicalis (21,23 £ 0,87 mm). De plus, une activité antifongique intéressante
a été également observée par I’HE de L. stoechas contre les deux souches de Candida : C. albicans
(25,3 £ 0,15 mm), C. tropicalis (18,5 = 2,13 mm). Cependant, I’HE d’A. visnaga a montré une
activité modérée contre C. albicans et C. tropicalis avec des diamétres d’inhibition de 14 &+ 1,5 mm
et 13,78 £ 1,16 mm, respectivement. Les résultats étaient significatifs et comparables a I’agent

antifongique de référence, Clotrimazole (figure 20c).

De plus, une étude antérieure a démontré une activité antibactérienne importante pour I’HE de L.
stoechas cultivée en Turquie contre différentes souches bactériennes (Sarac and Ugur, 2009). En
effet, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, M. luteus, Streptococcus mutans, E. coli, B. subtilis,
Pseudomonas stutzeri, Stenotrophomonas maltophilia, et Chryseomonas luteola étaient les
bactéries les plus sensibles a cette huile. L’huile essentielle de L. stoechas a aussi présenté une
activité intéressante contre d’autres bactéries pathogénes comme L. monocytogenes (23 £ 0,85 mm)

et Proteus mirabilis (14 + 0,22 mm) (Bouyahya et al., 2017).
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Figure 19. Activité antimicrobienne des HEs étudiées contre (a) les bactéries et (b) les
mycobactéries (c) les especes de Candida obtenue par la méthode de diffusion sur disque.

Les résultats sont exprimés en moyennes + 1’écart-type (n=3). Les données avec la méme lettre présentent
une différence non significative par le test de Tukey (ANOVA, p < 0,05). La vancomycine et le clotrimazole

ont été utilisés comme controles positifs (15 pg/disque).

En outre, des etudes antérieures sur 1’activité antifongique de I’HE de L. stoechas, de différentes
origines, ont été réalisées. Benabdelkader et al. (2011) ont évalué l'activité antifongique de 11
huiles essentielles de L. stoechas et ont confirmé la présence d'une activité antifongique contre les
levures (C. albicans) et aussi les champignons filamenteux (Aspergillus niger et Fusarium

oxysporum).
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De méme, les HEs de L. stoechas testées sur les champignons filamenteux et les moisissures ont
eu une activité antifongique sur diverses souches d'origine clinique (C. albicans, Candida krusei et
Candida guilliermondii) et sur des dermatophytes (Epidermophyton floccosum et Trichophyton
mentagrophytes), avec des zones d'inhibition tres importantes (Zuzarte et al., 2013). L’huile
essentielle de L. stoechas a également démontré une activité antifongique contre Rhizoctonia solani
et Fusarium oxysporum (Angioni et al., 2006). L'activité antifongique de I’HE de L. stoechas peut
étre specifiquement liée a la présence de composés antifongiques tels que le camphre, le linalool
et la fenchone (Ahmad et al., 2022; Kamatou and Viljoen, 2008; Malabadi et al., 2021), ainsi qu'a

I'effet synergique des constituants majeurs et mineurs de cette huile.

Plusieurs études ont porté sur les effets antimicrobiens des huiles essentielles d'A. visnaga montrant
leur efficacité contre divers microorganismes tels que E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,
Enterobacter aerogenes et K. pneumoniae (Satrani et al., 2006; Sellami et al., 2011; Soro et al.,
2015). Toutefois, elles ont montré de faibles activités antifongiques (Feirouz and Salima, 2014).
L’activit¢ antimicrobienne de I’HE d'A. visnaga est essentiellement liée a ses composés
majoritaires tels que linalool et f-ocimene et leurs groupes fonctionnels ainsi que les interactions
entre les différents constituants de cette huile (majeurs et mineurs) (Burt, 2004). L’huile essentielle
de M. suaveolens a aussi prouvé un pouvoir antimicrobien important contre plusieurs bactéries,
levures, et moisissures. En effet, une étude récente réalisée par Fazal et al. (2023) a démontré que
d'huile essentielle de M. suaveolens, cultivée au Pakistan, utilisée a différentes concentrations : 5,
10 et 15 pL, posséde un effet antibactérien contre plusieurs souches. Les résultats ont montré que
parmi les différentes especes de Mentha, M. suaveolens était comparativement plus efficace contre
S. typhi et K. pneumoniae avec des zones d'inhibition de 30,8 + 1,9 et 20,1 = 0,8 mm,
respectivement. En outre, I'HE et I'extrait d’hydrolat de M. suaveolens provenant de Sarrola
Carcopino, France, ont montré une activité antibactérienne satisfaisante contre S. aureus et B.
cereus (diametres de la zone d'inhibition compris entre 16 et 20 mm). Parmi les bactéries testées,
on cite Enterobacter cloacae, E. coli, S. enterica, Serratia marcescens, P. aeruginosa, B. subtilis,

S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus bovis et Enterococcus faecalis (Sutour et al., 2008).

L'activité antimicrobienne de I’HE des parties aériennes de M. suaveolens cultivées en Sardaigne
(ltalie) a été testee contre six especes de Lactobacillus (dont quatre souches probiotiques),

Lactococcus lactis ssp. Lactis, Staphylococcus xylosus et quatre souches fongiques (Petretto et al.,
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2014). Les resultats du test de diffusion sur gélose ont indiqué que I’HE présentait un faible
potentiel d'activité¢ antibactérienne contre toutes les bactéries testées, avec des zones d’inhibition
qui ne dépassent pas 9 mm a I'exception de L. lactis ssp. lactis et S. xylosus sur lesquelles elle a
exercé une légere activité antibactérienne. Cependant, toutes les souches de levures testées, y
compris Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, Candida zemplinina et Metschnikowia
pulcherrima ont été inhibées, et I'huile a présenté une activité antifongique trés efficace avec des
diamétres d’inhibition qui dépassent 12,5 mm (Petretto et al., 2014).

2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’activité antimicrobienne des trois HEs a également été déterminée par la méthode de
microdilution en utilisant les microplaques a la résazurine afin de confirmer le pouvoir inhibiteur
de ces HEs reporté par le test de diffusion sur disque d’agar. En effet, cette méthode est une
technique quantitative clé qui permet de déterminer la CMI de chaque HE dans un milieu liquide
et par conséquent préciser la nature de son effet (bactériostatique ou bactéricide). Les résultats de

CMls obtenus pour les 12 souches microbiennes testées sont représentes dans le tableau 11.

Tableau 11. CMI des HEs étudiées par rapport aux agents antimicrobiens synthétiques.

CMI % (v/v)

Microorganismes  A. visnaga L.stoechas M. suaveolens Vancomycine Chloramphénicol Clotrimazole

E. coli 4 1 8 - 32 NU

P. aeruginosa 0,25 0,25 0,5 - 256 NU
S. aureus 0,5 0,5 1 8 - NU
B. cereus 0,125 0,031 0,125 16 - NU
B. subtilis 0,125 0,015 0,0625 16 - NU
M. luteus 0,125 0,25 0,0625 8 - NU
S. enterica 1 2 1 - 64 NU
K. pneumoniae 2 1 1 - 16 NU
M. aurum 1 0,25 0,5 - - NU
M. smegmatis 0,5 0,125 0,25 - - NU
C. albicans 0,125 0,125 0,0625 NU NU 1,0
C. tropicalis 0,25 0,5 0,5 NU NU 1,0

NU: Non-utilisé, R: Résistant. Vancomycine et Clotrimazole ont été utilisés comme des contréles positifs.
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D’une maniere générale on constate que les HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga
possedent une activité vis-a-vis des 12 souches microbiennes testées. L’analyse des résultats des
CMis des trois HEs montre un potentiel inhibiteur important contre les bactéries, les mycobactéries
et les espéces de Candida. En effet, I’HE de L. stoechas s’est avéré 1a plus active contre les souches
testées. Les valeurs de CMI de cette HE varient entre 0,015 % (v/v) et 0,5% (v/v) pour les bactéries
a gram positif et entre 0,25 % (v/v) et 2 % (v/v) pour les bactéries & Gram négatif. Les souches B.
subtilis et B. cereus étant les plus sensibles a cette HE avec des valeurs de CMI de 0,015% (v/v) et
0,031% (v/v), respectivement. Cependant, S. enterica a montré sa résistance vis-a-vis I’HE de L.
stoechas avec une CMI de 2 % (v/v). Cette huile a été egalement efficace contre les mycobactéries,
avec des valeurs de CMls de 0,125 % (v/v) et 0,25 % (v/v) contre M. smegmatis et M. aurum,

respectivement.

De plus, ’'HE de L. stoechas s'est révélée active contre C. albicans (CMI=0,125% (v/v)) et C.
tropicalis (CMI= 0,5% (v/V)).

L’HE de M. suaveolens a démontré aussi un effet antimicrobien trés intéressant contre toutes les
souches microbiennes étudiées. Une sensibilité Gram-dépendante a été également notée, par
conséquent, les bactéries a gram positif ont été plus sensibles que les bactéries a gram négatif. En
effet, les valeurs de CMI de M. luteus, B. subtilis et B. cereus varient entre 0,0625% (v/v) et 0,125%
(v/v), alors que celles de S. enterica, K. pneumoniae et E. coli dépassent les 1%. Une activité
antifongique intéressante a été aussi observée par I’HE de M. suaveolens contre C. albicans
(CMI1=0,0625% (v/v)) et C. tropicalis (CMI= 0,5% (v/v)).

En outre, I’'HE d’A. visnaga a montré les valeurs de CMI les plus faibles contre toutes les souches
microbiennes étudiées, surtout vis-a-vis des souches E. coli, K. pneumoniae, M. aurum et S.

enterica.

La détermination des CMIs des HEs étudiées permet de confirmer les résultats du test de diffusion
sur disque selon laquelle les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux HEs testées que les
bactéries a Gram négatif. Cette résistance intrinseque est liée a la nature de sa membrane externe
(présence de lipopolysaccharide (LPS)) (Burt, 2004; EI Omari et al., 2022). Il convient de noter
que les souches qui ont les plus grandes zones d’inhibition ne sont pas toujours les plus sensibles
par le test de micro-dilution (possedent les valeurs de CMI les plus faibles) (Bassolé et Juliani,
2012).
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L'importance de I'évaluation antimicrobienne réalisée dans le cadre de cette étude provient des
résultats prouvant que les HEs testées ont un potentiel inhibiteur exceptionnel et concurrentiel par
rapport aux antibiotiques commercialisées. Actuellement, I'un des problémes de santé les plus
urgents est I'émergence de nombreux microorganismes résistants. Ce phénomene est di a
I'utilisation excessive d'antibiotiques, qui a entrainé une diminution de leur efficacité (Fadli et al.,
2016). Par exemple, E. coli (O157:H7) est responsable des crises sanitaires les plus graves dans le
monde, provoquant chaque année de plus 2 000 hospitalisations et 20 déces (Croxen et al., 2013).

S. aureus multi-résistant est responsable de pneumonies, de fasciites nécrosantes et de toxines
potentiellement mortelles (Garoy et al., 2019). A ce jour, plus de 15 espéces de Candida ont été
identifiées comme agents pathogénes d'infections sanguines (Xiao et al., 2019). Ces especes
affectent plus de 250 000 personnes chaque année, C. albicans étant responsable de la majorité des

cas des candidémies (Razzouk et al., 2022).

Ces événements reflétent la nécessité urgente d'innover et de développer de nouveaux agents
antibactériens a partir de sources alternatives telles que les HEs. Les valeurs de CMI des HEs de
L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga suggérent qu'elles sont tres actives a des faibles
concentrations (Ahmady- Asbchin et al., 2012; Aldogman et al., 2022; Benali et al., 2020; Feirouz
and Salima, 2014; Kamal et al., 2022). En effet, ces résultats ont été confirmés par les études
menées par Rasooli et al. (2007) et Feirouz et Salima (2014) qui ont indiqué que les HEs dérivées
de la partie aérienne d'A. visnaga a montré une grand activité vis-a-vis des bactéries a gram positif,
en particulier S. aureus, B. subtilus et L. monocytogenes. En outre, I'HE d’A. visnaga a également
révélé un grand potentiel d'inhibition de la croissance des bactéries a gram négatif tel que P.
aeruginosa aux concentrations plus faibles (Khalfallah et al., 2011). Khalil et al. (2020) ont aussi
montré que I’HE d'A. visnaga avaient la capacité d'inhiber la croissance de K. pneumoniae,

Streptococcus sanguis, Enterococcus faecalis et E. coli.

L’HE de M. suaveolens a également montré un potentiel antibactérien trés important non
seulement contre les bactéries a gram positif comme L. monocytogenes, et S. aureus mais aussi vis-
a-vis les bactéries a gram négatif, a savoir E. coli, et P. aeruginosa (Boutabia et al., 2020). Une
autre étude réalisee par Benali et ses collégues (2020) a montré que I’HE de M. suaveolens avait la
capacité d'inhiber le développement de bactéries phytopathogénes, telles que Pseudomonas

savastanoi et Clavibacter michiganensis a des CMIs tres faibles.
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En ce qui concerne I’HE de L. stoechas, il a été remarqué que cette huile possede une forte activité

antibactérienne contre S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa et E. coli.

L’activité antimicrobienne des HES de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga peut étre attribuee
a la prédominance des moléecules bioactives appartenant a la classe de de monoterpenes. En effet,

ces derniers sont connus par leur action sur la membrane plasmique bactérienne.

Il a été constaté que ces composés naturels présentaient une activité antimicrobienne significative
en perturbant l'intégrité et la fonction de la membrane plasmique bactérienne. Par exemple, le
carvacrol, un phénol monoterpénique présent dans I'huile d'origan, perturbe la membrane
plasmique bactérienne en induisant une dépolarisation et une perméabilisation (Burt, 2004). De
méme, le thymol, un autre phénol monoterpénique présent dans I'huile de thym, provoquerait des
Iésions membranaires et la fuite de composants intracellulaires (Kachur and Suntres, 2020).

Dans notre étude, I’HE d’A. visnaga est caractérisée par la présence de linalol (38,24%), un alcool
monoterpénique, qui a €été rapporté comme un agent antimicrobien. Il exerce des effets
antimicrobiens par le biais d'une perturbation de la membrane. Il peut augmenter la perméabilité
de la membrane plasmique bactérienne et candidale, entrainant une fuite d'ions et de constituants
cellulaires (Gill and Holley, 2006; Tampieri et al., 2005). En outre, plusieurs autres monoterpénes
ont été étudiés pour leurs propriétés ciblant les membranes. Par exemple, I'eugénol, un composant
majeur de I'huile du clou de girofle, peut perturber la membrane plasmique en interagissant avec

les bicouches lipidiques et en altérant la fluidité de la membrane (Nazzaro et al., 2013).

L’HE de M. suaveolens est dominé par la fenchone et le camphre. Ces deux composés sont connus

par leur pouvoir antimicrobien contre différents types de microorganismes.

Asghari et al. (2016) ont constaté que I’HE de L. stoechas exerce divers effets inhibiteurs sur P.
aeruginosa, S. aureus, Salmonella enteritidis, et E. coli. Ces auteurs ont établi un lien entre I'effet
observé et la présence de camphre (71,86%) dans la composition chimique de L. stoechas. En effet,
une étude de Zafar et al. (2022) a démontré un effet antibactérien important du camphre a la fois
sur des isolats cliniques et des cultures standard. De plus, afin de vérifier I'effet de cette molécule
en combinaison avec d'autres produits, Karaca et al. (2021) ont étudié I'effet antibactérien (in vitro)
du camphre en combinaison avec I'HE d'un autre genre de Lavandula appelé L. latifolia, en suivant
la methode du damier sur des pathogénes humains (L. monocytogenes et S. aureus).
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Les résultats ont démontré un effet synergique et additif de cette combinaison, suggérant ainsi la

nécessité d'une étude plus approfondie des formulations pharmaceutiques a base de camphre.

En ce qui concerne la fenchone, Ahmad et al. (2022) ont réalisé une étude (in vitro et in silico) pour
évaluer ses propriétés antibactériennes et anti-biofilm. In silico, les interactions entre ce
monoterpene bicyclique et les protéines de P. aeruginosa (anthranilate-CoA ligase) et d'E. coli (B-
ketoacyl acyl carrier protein synthase) ont été prédites. Cette prédiction a été validée in vitro contre
ces 2 souches en déterminant les valeurs MIC et MBC. Par conséquent, les valeurs de CMIs contre
P. aeruginosa et E. coli étaient respectivement de 266,6 + 115 et 8,3 + 3,6 mg/mL. Il est intéressant
de noter que la fenchone (1000 pug/mL) a réduit la formation de biofilms par ces deux souches
bactériennes (Ahmad et al., 2022).

Cependant, il est difficile d'attribuer I'activité d'un mélange complexe tel que I'HE & un composant
unique ou particulier. En fait, il semble que les composants mineurs jouent un role essentiel dans
I'activité antibactérienne, peut-étre en produisant un effet synergique entre d'autres composants
(Bakkali et al., 2008). La variation de la composition chimique de I'HE pourrait étre responsable
des différents effets antibactériens (Lu et al., 2006).

Les modes d'action antimicrobiens possibles des HEs peuvent impliquer la désintégration de la
bicouche phospholipidique ou de la membrane externe des bactéries, la modification de la
composition en acides gras, l'augmentation de la flexibilité de la membrane générant une fuite
d'ions potassium et de protons, l'interférence avec I'absorption du glucose, et l'inhibition des
enzymes ou la perturbation des cellules (Angane et al., 2022; Bakkali et al., 2008; Hammer et al.,
1999). Il a été élucidé que les terpenes interferent avec les protéines membranaires et les
phospholipides, provoquant une répression de la chaine respiratoire cellulaire, une perturbation de
la phosphorylation oxydative, une inhibition de la production d'acides nucléiques et un déficit en
métabolites (Bassolé and Juliani, 2012; EI Omari et al., 2022).

Dautres investigations ont supposé que la membrane cellulaire pouvait étre une cible principale
des composes bioactifs pour inactiver la cellule microbienne (Lopez-Romero et al., 2015). En effet,
I'interférence entre les composés bioactifs et les bactéries rend la paroi cellulaire des bactéries a
gram positif plus dense, ce qui entraine la lyse de la cellule. D'autres composés peuvent interagir
avec la couche externe chargée négativement de la souche a Gram négatif, simplifiant ainsi la

pénétration du composé dans I'espace intracellulaire, ce qui entraine une destruction de la cellule.
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Cette étude devrait donc étre complétée par d'autres investigations sur ces HES, notamment pour
évaluer leur efficacité contre les bactéries Gram négatifs résistantes aux antibiotiques. En outre,
notre étude a montré que les HEs testées ont une activité antifongique prometteuse il est donc
recommandé d'envisager leur utilisation dans d'éventuelles combinaisons ou formulations pour
résoudre le probléme croissant de la candidose. Etant donné la résistance croissante des espéces de
Candida aux antifongiques conventionnels tels que les azoles et les échinocandines. Ce probleme
devient de plus en plus grave dans les milieux cliniques du monde entier (Pristov et Ghannoum,
2019).

3. Concentration minimale bactéricide (CMB) / fongicide (CMF)

Les résultats de CMB ont montré que les HEs de M. suaveolens, L. stoechas et A. visnaga possédent
un effet antimicrobien trés intéressant contre toutes les souches microbiennes étudiées avec des
valeurs de CMB qui varient entre 0,031 et 16 % (v/v) (tableau 12). Une sensibilit¢é Gram-
dépendante a été également notée, par conséquent, les bactéries gram positif (0,031% < CMB <2%)
ont été plus sensibles que les bactéries a gram négatif (0,5% < CMB <16%).

Tableau 12. CMB (CMF) des HEs de M. suaveolens, L. stoechas et A. visnaga.

CMB (CMF) % (v/v)

Microorganisms A. visnaga L. stoechas M. suaveolens
HE HE HE
E. coli 8 1 8
P aeruginosa 0,5 2 1
S. aureus 0,5 0,5 2
B. cereus 0,125 0,031 0,125
B. subtilis 0,125 0,031 0,125
M. luteus 0,125 0,25 0,125
S. enterica 1 2 1
K. pneumoniae 16 8 8
M. aurum 8 1 2
M. smegmatis 2 0,25 0,25
C. albicans 0,25 0,125 0,0625
C. tropicalis 0,5 0,5 1
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Afin de comprendre le mécanisme antimicrobien des trois HEs étudiées, nous avons calculé les
rapports CMB/CMI et CMF/CMI (tableau 13). L’HE est considérée comme bactéricide ou
fongicide si le rapport entre la CMB/CMI et la CMF/CMI est inférieur ou égal a 4,0 ; pour lequel
il est possible d'obtenir des concentrations de I'agent testé qui tuent 99,9 % des microorganismes
traités. Si ces rapports sont supérieurs a 4,0, il peut s'avérer impossible de fournir des doses de
I'agent testé suffisantes pour tuer 99,9 % des microorganismes, et I'agent est donc considéré comme
bactériostatique ou fongistatique (Abdallah, 2011; Zambardi et al., 1997). En effet, dans notre
étude, les valeurs CMB/CMI et CMF/CMI de toutes les souches microbiennes testées étaient
inférieures de 4,0, a I’exception de K. pneumoniae, et M. aurum (pour ’HE d’A. visnaga)
(CMB/CMI = 8), ce qui montre que les HEs testées ont des effets bactéricides et fongicides
notables.

L’effet microbicide de I'HE de L. stoechas a déja été rapporté dans la littérature. En effet, Cherrat
et al. (2014) ont montré des effets bactéricides de cette HE contre E. coli O157:H7 et L.
monocytogenes. Par ailleurs, Bouyahya et al. (2017) ont également montré un effet bactéricide de
I’HE de L. stoechas vis-a-vis S. aureus MBLA 0.5, S. aureus 976, L. monocytogenes, B. subtilis
ATCC 6633, Proteus mirabilis et E. coli K12.

De plus, I'HE de L. stoechas était plus active contre Cryptococcus neoformans et des souches
dermatophytes, avec un effet fongicide contre Epidermophyton floccosum Mentagrophytes var.
interdigitale, Trichophyton rubrum CECT 2794 Aspergillus fumigatus ATCC 46645 et Aspergillus
niger ATCC 16404 (valeurs de CMI équivalentes a celles de la CMB) (Zuzarte et al., 2013).

En fait, l'activité antifongique de cette HE serait probablement due a l'activité de composés mineurs
ou liée a un effet synergique entre différents composés présents dans I'huile, étant donné que les
principaux composes testés seuls ont montré une faible activité antifongique (Bassolé and Juliani,
2012; Kordali et al., 2005; Li et al., 2022; Mokbel and Alharbi, 2015).

L’HE de M. suaveolens a été bactéricide contre les bactéries a gram positif et les bactéries a gram
négatif testées. Ce qui concorde avec les résultats d’une étude préalable qui a rapporté des rapports
CMBJ/CMI pour cette HE compris entre 1 et 2 vis-a-vis S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, L.
monocytogenes, B. cereus, E. coli, S. typhimurium, K. pneumoniae et P. mirabilis (Al-Mijalli et al.,
2022). Cependant, I’'HE d’A. visnaga a été affirmée comme un agent a effet bactéeriostatique plus

qu’un agent fongistatique (Feirouz et Salima, 2014).
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Tableau 13. Effet bactéricide-fongicide/bactériostatique-fongistatique des HEs étudiées.

Microorganisms A. visnaga L. stoechas M. suaveolens
HE HE
CMB (CMF)/CMI Effet CMB Effet CMB (CMF)/CMI Effet
(CMF)/CMI

E. coli 2 Bactéricide 1 Bactéricide 1 Bactéricide

P. aeruginosa 2 Bacteéricide 4 Bacteéricide 2 Bactéricide

S. aureus 1 Bactéricide 1 Bactéricide 2 Bactéricide

B. cereus 1 Bactéricide 1 Bactéricide 1 Bactéricide

B. subtilis 1 Bactéricide 2 Bactéricide 2 Bactéricide

M. luteus 1 Bactéricide 1 Bactéricide 2 Bactéricide

S. enterica 1 Bactéricide 1 Bactéricide 4 Bactéricide
K. pneumoniae 8 Bactériostatique 8 Bactériostatique 8 Bactériostatique

M. aurum 8 Bactériostatique 4 Bactéricide 4 Bactéricide

M. smegmatis 4 Bactéricide 2 Bactéricide 1 Bactéricide

C. albicans Fongicide 1 Fongicide 1 Fongicide

C. tropicalis 2 Fongicide 1 Fongicide 2 Fongicide
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I11. Optimisation de I'effet antibactérien par la conception de mélanges
1. Conception de formulations antibactériennes

Le plan de mélange contient différentes combinaisons des trois HEs étudiées, a savoir les HES
de M. suaveolens, L. stoechas et A. visnaga, ainsi que les résultats de chaque essai sur E. coli,
S. aureus et P. aeruginosa. Les douze essais ont été réalisés apres randomisation et chacune de

ces réponses a été effectuée en trois répétitions (tableau 14).

Tableau 14. Différentes combinaisons sélectionnées par le plan de mélange et la réponse observée

pour chaque expérience.

Nombre Mentha A. visnaga L. stoechas CMI %(v/v)P®
d'expériences * suaveolens S. aureus P. aeruginosa  E. coli
1 1 0 0 1 0,5 8
2 0 1 0 0,5 0,25 4
3 0 0 1 0,5 0,25 1
4 0,5 0,5 0 0,125 0,125 2
5 0,5 0 0,5 0.25 0,062 1
6 0 0,5 0,5 0,125 0,031 1
7 0,333 0,333 0,333 0,125 0,25 0,5
8 0,333 0,333 0,333 0,125 0,25 0,5
9 0,333 0,333 0,333 0,125 0,25 0,5
10 0,667 0,167 0,167 0,125 0,25 1
11 0,167 0,667 0,167 0,125 0,125 0,5
12 0,167 0,167 0,667 0,062 0,062 0,5

@ Les essais ont été réalisés aprés randomisation. ® Chaque réponse est la moyenne de trois répétitions.

2. Validation statistique du modéle postulé
Les données expérimentales relatives a la réponse de chaque souche bactérienne ont été
examinées statistiquement pour vérifier le modele cubique spécial sélectionné, illustrant la

corrélation entre les réponses et les facteurs.
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2.1 Escherichia coli

Selon I'analyse de variance présentée dans le tableau 15, I'impact principal de la régression est
statistiquement significatif pour E. coli testée puisque leur risque de significativité (p-value) est
inférieur a 0,05 (0,0008*). Le rapport F (R/r) est égal a 31,37 et la signification du modele postulé
a été vérifiée par le coefficient de détermination (R?). Ce dernier était de 0,96 pour E. coli.

Ces analyses ont révélé une excellente concordance entre les valeurs prédites et observées du
modele ajusté. Les résultats ont été validés par le graphique de la figure 20, qui présente une

courbe linéaire des valeurs observées par rapport aux valeurs prévues.

Tableau 15. Analyse de la variance du modele postulé pour le mélange testé sur E. coli.

Modéle Degrés de Somme des Carré des Rapport F p-value
liberté carrés moyennes
Régression (R) 6 50,8778 8,4796 31,3748 0,0008*
Résidus (r) 5 1,3513 0,2702
Total 11 52,2291
Coefficient de détermination (R?) 0,96
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Figure 20. Courbe des valeurs de CMI observees en fonction des valeurs de CMI prévues

correspondant a la souche E. coli. Avec MIC : CMLI.
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2.2 Staphylococcus aureus

L’analyse de la variance a montré que 1’effet principal de la régression est significatif puisque la
probabilité de la signification du risque p-value est inférieure a 0,05. Le rapport F (R/r) est égal
a 12,56 et le coefficient de détermination (R?) est égal a 0,94 (tableau 16).

Ces analyses ont révélé une excellente concordance entre les valeurs prédites et observées du
modele ajusté. Les résultats ont été validés par le graphique de la figure 21, qui présente une

courbe linéaire des valeurs observées par rapport aux valeurs prévues.

Tableau 16. Analyse de la variance du modele postulé pour le mélange testé sur S. aureus.

Modéle Degrés de Somme Carrédes  Rapport p-value
liberté des carrés moyennes F
Régression (R) 6 0,7777 0,1296 12,5610 0,0069*
Résidus (r) 5 0,0515 0,0103
Total 11 0,8293
Coefficient de détermination (R?) 0,94
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Figure 21. Courbe des valeurs de CMI observées en fonction des valeurs de CMI prévues
correspondant a la souche S. aureus. Avec MIC : CMLI.
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2.3 Pseudomonas aeruginosa

L’analyse de la variance présentée dans le tableau 17 révéle que I’effet principal de la régression
est significatif puisque la probabilité de la signification du risque p-value est inférieure a 0,05.
Le rapport F (R/r) et le coefficient de détermination (R?) ont indiqué des valeurs de 14,77 et 0,95

pour P. aeruginosa, respectivement.

Ces analyses ont témoigné d'une excellente concordance entre les valeurs prédites et observées
du modele ajusté. Les résultats ont été validés par le graphique de la figure 22, qui présente une

courbe linéaire des valeurs observées par rapport aux valeurs prévues.

Tableau 17. Analyse de la variance du modele postulé pour le mélange testé sur P. aeruginosa.

Modéle Degrés de Somme des Carré des Rapport F p-value
liberté carrés moyennes
Régression (R) 6 0,1731 0,0288 14,7782 0,0048*
Résidus (r) 5 0,0097 0,0019
Total 11 0,1828
Coefficient de détermination (R?) 0,95
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Figure 22. Courbe des valeurs de CMI observées en fonction des valeurs de CMI prévues

correspondant a la souche P. aeruginosa. Avec MIC : CMI.
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3. Effets des facteurs

3.1 Escherichia coli

Le tableau 18 présente les impacts de toutes les variables indépendantes examinées (facteurs

étudiés), ainsi que les valeurs statistiques du test t-student et la probabilité observée (p-value).

Les coefficients du modéle ont été considérés comme statistiquement significatifs lorsque leur

valeur p-value était inférieure & 0,05, et ceux dont la valeur était supérieure a 0,05 n'ont pas été pris

en compte dans lI'analyse. L’analyse de résultats de la réponse de la CMIE. coli @ montré que les

coefficients statistiqguement significatifs sont ceux relatifs aux termes linéaires o 1, ¢ 2, aux termes

d'interaction binaire ¢ 12, 613 et au terme ternaire ¢123.

Il ressort de ces résultats que I'action antibactérienne contre la souche E. coli dépend uniquement

de I'impact direct des huiles de M. suaveolens et d’A. visnaga, et de I'interaction binaire entre ’HE

M. suaveolens * ’HE d’A. visnaga et ’'HE M. suaveolens * I’HE L. stoechas ainsi que de

I’interaction des trois huiles.

Tableau 18. Effets des coefficients du modele qui relient la réponse aux facteurs contre E. coli.

Terme Coefficient  Estimation  Erreur  Rapportt  Prob.>|t|
(HEs) standard
M. suaveolens ol 7,8627291 0,502083 15,66
A. visnaga o2 3,8172742  0,502083 7,60
L. stoechas 03 1,0900009  0,502083 2,17 0,0820
M. suaveolens* A. visnaga C12 -16,64 2,528262 -6,58
M. suaveolens *L. stoechas G13 -10,09454  2,528262 -3,99 0,0104*
A. visnaga * L. stoechas 023 -2,185452  2,528262 -0,86 0,4269
M. suaveolens® A. visnaga *L. G123 7,0063245 1,168974 5,99
stoechas

*Statistiquement significatif a p < 0,05.

Par conséquent, le modéle ajusté exprimant la réponse étudiée en fonction des facteurs significatifs

est représenté par I'équation ci-dessous :

Y =786S; + 3,81S, — 16,655;S, — 10,09S,S3 + ¢

——
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3.2 Staphylococcus aureus

Le tableau 19 présente les impacts de tous les facteurs étudiés, ainsi que les valeurs statistiques du
test t-student et la probabilité observée (p-value).

Les termes statistiquement significatifs sont ceux qui illustrent lI'impact des constituants purs (o 1,
6 2 et 6 3) et les termes d'interaction binaires : 6 12, 6 13 et 6 23. Les données obtenues indiquent
que l'efficacité antibactérienne du melange étudié contre la souche S. aureus dépend de tous les

termes, a I'exception de ceux représentant l'interaction entre les trois HES examinées (o 123).

Tableau 19. Effets des coefficients du modele qui relient la réponse aux facteurs contre S.

aureus.
Terme Coefficient  Estimation Erreur Rapportt  Prob.>[t|
(HEs) standard
M. suaveolens ol 0,9566166 0,098107 9,75 0,0002*
A. visnaga 02 0,5134347  0,098107 5,23 0,0034*
L. stoechas o3 0,4848893  0,098107 4,94 0,0043*
M. suaveolens™® A. visnaga o12 -2,559889 0,49402 5,18 0,0035*
M. suaveolens *L. stoechas o13 -2,116989 0,49402 429 0,0078*
A. visnaga * L. stoechas 623 -1,503352 0,49402 3,04 0,0286*
M. suaveolens™ A. visnaga *L. G123 3,1046201 2,68733 1,16 0,3002
stoechas

*Statistiqguement significatif a p<0,05.

Par conséquent, le modéle ajusté représente la réponse étudiée en termes de trois composantes

décrites par I'équation suivante :

Y = 0,965, + 0,51S, + 0,48S5 — 2,565,S, — 2,12S,S5 — 1,55,55 + €
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3.3 Pseudomonas aeruginosa

Le tableau 20 présente les impacts de tous les facteurs étudiés, ainsi que les valeurs statistiques du
test t-student et la probabilité observée (p-value) relativement a P. aeruginosa.

Tableau 20. Effets des coefficients du modeéle qui relient la réponse aux facteurs contre P.
aeruginosa

Terme Coefficient  Estimation Erreur Rapportt  Prob.>|t|
(HEs) standard
M. suaveolens o1 0,5024218 0,042676 11,77
A. visnaga 02 0,2438764  0,042676 571
L. stoechas o3 0,2324218  0,042676 5,45
M. suaveolens* A. visnaga C12 -1,007404 0,214896 -4.69
M. suaveolens *L. stoechas C13 -1,282313 0,214896 -5,97
A. visnaga * L. stoechas 023 -0,923404 0,214896 -4.30
M. suaveolens* A. visnaga G123 7,0063245 1,168974 5,99

*L. stoechas

*Statistiquement significatif a p<0,05.

D’aprés le tableau 20, tous les termes du modéle mathématique ajusté étaient statistiquement
significatifs, ce qui indique que l'effet antibactérien contre cette souche bactérienne repose sur
toutes les interactions entre les HEs étudiées.

Ainsi, le modele mathématique postulé exprimant la réponse a été congu par I'équation suivante :
Y = 0,55, + 0,24S, + 0,23S; — 1,01S,S, — 1,285,S; — 0,925,S5 + 7,01S,S,S; + €
4. Optimisation de la formulation et étude de desirabilite

L'optimisation employant I'approche de la conception du mélange implique la recherche de
I'ajustement optimal des variables, conduisant a de meilleurs résultats par rapport a ceux fournis
par les trois composants purs. Etant donné que les modéles statistiquement vérifiés sont également
prédictifs, ces réponses optimales peuvent ne pas correspondre a celles observées dans les douze

expériences réalisées.
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Toutefois, elles peuvent étre prédites avec précision dans le champ expérimental étudié. Il convient
de noter que les mélanges des HEs ont donné de meilleurs résultats que ceux obtenus avec des
huiles individuelles. Par conséquent, I'application d'un modele de conception de mélange s'est

avérée efficace (Fadil et al., 2022).

Afin d'estimer la valeur optimale de la CMI qui peut étre atteinte, la meilleure valeur obtenue au
cours de I’exécution des expériences a été utilisée comme point de départ. Ainsi, les meilleures
valeurs de CMI enregistrées étaient de 0,062 %, 0,031 % et 0,5 % pour S. aureus, P. aeruginosa et
E. coli, respectivement. Par consequent, une formulation des HEs qui fournit des réponses

inférieures ou égales a ces valeurs sera acceptée.

4.1 Profil du mélange

Cette étude démontre que l'activité antibactérienne du mélange optimal prédit contre les souches
étudiées était meilleure que celle des HEs pures. Les graphiques en courbes de niveau et la surface
3D (figure 23, figure 25, figure 27) illustrent la combinaison optimale des trois HEs étudiées
conduisant a la minimisation des trois réponses. Ces graphiques révelent les interactions entre
chaque variable indépendante (proportions des composants étudiés) dans le mélange. La région
bleue foncé indique des valeurs de CMI plus faibles et une efficacité bactérienne plus élevée, tandis
que la couleur verte a rouge indique des valeurs de CMI modérées a élevées. Par conséquent, la
méthodologie de conception des mélanges a permis d'optimiser les proportions des trois HES
étudiées dans un mélange, afin de développer la combinaison optimale responsable du meilleur

effet antibactérien.

4.1.1 Pouvoir de la formulation des HEs contre S. aureus

Les courbes de niveau et de surface (figure 23) illustrent la réponse de la CMI contre S. aureus
obtenue en utilisant diverses proportions des trois huiles testées. Les valeurs de CMI s, aureus
obtenues dans les différentes expériences varient entre 0,062 et 1% (tableau 14). La représentation
graphique des melanges en 3D et 2D montre que cette réponse nécessite un mélange de trois HES :
M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas pour obtenir une valeur d'environ 0,075 %. En outre, la
fonction de désirabilité (figure 24) confirme ce résultat et révele la possibilité d'obtenir une CMI
de 0,07 % avec une désirabilité de 99,9 % en réalisant un mélange optimal comprenant 27 % de
I’HE de M. suaveolens, 43 % I’HE d’A. visnaga et 30 % de I’HE de L. stoechas.
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Figure 23. Diagrammes de mélange 2D et 3D présentant des variations de la CMI contre S. aureus.
Avec MIC : CMI, MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de L. stoechas et AVEO : HE d’4. visnaga.
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Figure 24. Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne du
mélange vis-a-vis S. aureus. Avec MIC : CMI, MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de L.
stoechas et AVEO : HE d’A. visnhaga.

4.1.2 Pouvoir de la formulation des HEs contre P. aeruginosa

Comme le montre le tableau 1, la réponse a la CMI de P. aeruginosa varie de 0,031 a 0,5 % (tableau
14). D'apres les courbes de niveau et de surface (figure 25), on peut déduire que l'obtention d'une
CMI de 0,02 % nécessite un mélange binaire composé de I’'HE d’A. visnaga et I’'HE de L. stoechas.
Par conséquent, I’'HE de M. suaveolens doit étre fixée a son pourcentage le plus bas (0 %). En
outre, la fonction de désirabilité (figure 26) suggere qu'il y a 99,7 % de chances d'atteindre la
meilleure valeur de CMI (0,007 %) en assurant un mélange binaire composé principalement de 50
% de I’HE d’A. visnaga et de 50 % de I’HE de L. stoechas.
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Figure 26. Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne du

mélange vis-a-vis P. aeruginosa. Avec MIC : CMI, MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de

L. stoechas et AVEO : HE d’A. visnaga.

4.1.3 Pouvoir de la formulation des HEs contre E. coli

Les résultats rapportés pour la réponse CMI E. coli varient de 0,5 a 8 % (tableau 14). Les
illustrations du diagramme de mélange 3D et 2D (figure 27) ont révélé que la zone de compromis
correspondant a la CMI souhaitée autour d'une valeur de 0,5 % nécessite un mélange composé des
HEs de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas. En outre, le test de désirabilité (figure 28) a
confirmé que la meilleure valeur possible pour la réponse de la CMI E. coli est égale a 0,2 %. Cette
valeur peut étre atteinte avec un pourcentage de compromis de 99,8 % en mélangeant des HES avec
des proportions de 28 % pour I’'HE de M. suaveolens, 30 % pour I’'HE d’A. visnaga et 42 % pour
I’HE de L. stoechas.
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Figure 27. Diagrammes de mélange 2D et 3D présentant des variations de la CMI contre E. coli.
Avec MIC : CMI, MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de L. stoechas et AVEO : HE d’A.
visnaga.
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Figure 28. Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne du
mélange vis-a-vis E. coli. Avec MIC : CMI, MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de L.
stoechas et AVEO : HE d’A. vishaga.

4.2 Effet synergique entre les HEs

Les résultats de I'optimisation simultanée sont plus visibles dans les courbes de niveau des réponses
de S. aureus, P. aeruginosa et E. coli, produites par les HES de M. suaveolens, A. visnaga et L.
stoechas. Dans cette étude, il est important de souligner que les formulations optimales ont présenté
une activité antibactérienne supérieure a celle des HEs pures. Ce qui confirme la performance de
la formule obtenue. En effet, la zone de compromis souhaitée entre les proportions des échantillons
pour trouver la CMI désirée nécessite un mélange contenant principalement des HEs de M.
suaveolens, A. visnaga et L. stoechas pour S. aureus et E. coli. En revanche, un mélange binaire
des HEs de L. stoechas et d’A. visnaga est nécessaire pour atteindre la CMI désirée contre P.

aeruginosa (figure 29).
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Figure 29. Profil de mélange obtenu testé sur S. aureus, P. aeruginosa et E. coli simultanément.
Avec MSEO : HE de M. suaveolens, LSEO : HE de L. stoechas et AVEO : HE d’A. visnaga.

Le mélange des composants étudiés contient des formulations optimales rassemblant en particulier
deux classes majeures, dont les monoterpenes oxygénés (1’oxyde de pipéritenone, le camphre, le
linalol, le 1,8-cinéole et la fenchone), et les hydrocarbures monoterpéniques (le f-ocimene, le D-
limonéne et le camphene). Ces composés bioactifs ont différents sites d'action dans la cellule
bactérienne (Hyldgaard et al., 2012).

Les monoterpenes hydrocarbonés présentent des propriétés antibactériennes plus faibles que les
terpénoides oxygénés, qui contiennent des groupes hydroxyles (-OH) (Hashemi et Jafarpour,
2020 ; Mahmud et al., 2023). En outre, Burt (2004) a déduit que I'effet synergique ou additif entre

les HEs peut étre attribué aux interactions entre les composants mineurs et majeurs.

De méme, l'effet synergique entre les HEs testées pourrait s'expliquer par une synergie entre la
fenchone, 'oxyde de pipéritenone et le linalol, qui sont les composés majeurs respectifs des HES
de M. suaveolens, L. stoechas et I’A. visnaga, et les hydrocarbures terpéniques, tels que le -
ocimeéne, le D-limonene et le camphene. En fait, ces molécules peuvent agir a l'intérieur de la
membrane cellulaire bactérienne en facilitant la pénétration de la fenchone, de l'oxyde de

pipéritenone et du linalol dans le cytoplasme et en entrainant la mort des cellules bactériennes.
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Dans la littérature, plusieurs études ont exploré I'effet antibactérien synergique des HEs dérivées
de différentes plantes et de leurs composants individuels (Bassolé et al., 2010; Bassolé and Juliani,
2012; Boren et al., 2020; Hashemi and Jafarpour, 2020; Kachkoul et al., 2021). Kachkoul et al.
(2021) ont rapporté l'activité synergique des HEs de Rosmarinus officinalis L., Eucalyptus
camaldulensis Dehnh. et Mentha pulegium L. contre les bactéries impliquées dans Il'infection
lithiasique. De plus, Vuuren et Viljoen (2007) ont montré une forte activité synergique des
combinaisons 1,8-cinéole/limonéne contre S. aureus et P. aeruginosa. De méme, Bassole et al.
(2010) ont confirme les effets synergiques des combinaisons linalol/eugénol et linalol/carvacrol
contre Enterobacter aerogenes et L. monocytogenes, respectivement. En outre, les mélanges du
limonéne/a-pinéne, linalol/a-pinéne, terpinen-4-ol/linalol, eugénol/linalol, limonéne/1,8-cinéole,
1,8-cinéole/aromadrene, et camphre/linalol ont été signalés comme présentant des actions
antibactériennes synergiques (Bassolé et al., 2010; Bassolé and Juliani, 2012; Karaca et al., 2021;
Mulyaningsih et al., 2010; Tserennadmid et al., 2011).

Nos résultats ont confirmé qu'une thérapie antibactérienne naturelle combinée permet de contréler
efficacement les bactéries responsables de 1’altération et la détérioration des aliments. Néanmoins,
a notre connaissance, aucune étude antérieure n'a démontré Il'activité synergique de l'oxyde de

pipéritenone, du fenchone et du linalol sur S. aureus, E. coli et P. aeruginosa.

En effet, la formulation développée dans cette étude peut étre utilisé comme alternative aux
antibiotiques conventionnels, qui deviennent de plus en plus inefficaces contre certaines souches
résistantes responsables de pathologies graves en médecine et de la détérioration de la qualité
nutritionnelle dans l'industrie alimentaire. Nos résultats peuvent également étre extrapolés a la
combinaison d'autres HES qui ont montré une activité antimicrobienne intéressante contre d'autres
souches microbiennes résistantes grace a l'utilisation de la conception de mélanges comme outil

d'optimisation puissant.
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V. Activité antibiofilm / antiadhésive

1. Effet des HESs et leurs mélanges optimaux sur les propriétés physicochimiques du
matériau étudié

L'évaluation des propriétés physicochimiques des surfaces traitées et non traitées de 1’acier
inoxydable 304L a été réalisée par la méthode de la goutte sessile. Sur la base des approches de
Vogler (1998) et de Van Oss et al. (1995), I'nydrophobie a été évaluée qualitativement et

quantitativement.

Le tableau 21 indique les angles de contact et les parameétres d'énergie de surface des coupons avant
et apres l'ajout des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga et de leurs mélanges optimaux
1et2 (MO1 et MO2). Avant les traitements, le matériau en acier inoxydable était qualitativement
hydrophobe (8w > 65°) et quantitativement hydrophile (AGiwi > 0).

Apres traitement, les composantes de I'angle de contact avec I'eau ont diminué pour atteindre des
valeurs comprises entre 11,6 + 0,2° et 60 £+ 0,31°. Parallélement, les valeurs AGiwi de la surface
traitée par I’'HE de A. visnaga et de mélange optimal 2 (composé de 50 % de I’HE d’A. visnaga et
de 50 % de I’HE de L. stoechas) ont été réduites a -21,11 et -40,81 6 mJ/m?, respectivement, tandis
que le traitement par les HEs de L. stoechas et M. suaveolens et MO1 (composé de 27 % de I’'HE
de M. suaveolens, 43 % de I’HE d’A. visnaga et 30 % de I’'HE de L. stoechas) a amelioré le

paramétre AGiwi avec des valeurs variant de 28,9 a 52,6 mJ/m?.
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Tableau 21. Valeurs de I'angle de contact, parametres d'énergie des surfaces non traitées et traitées des coupons en acier inoxydable

304L.
Angles de contact (°) Paramétres d'énergie des surfaces
Substrat (mJ / m?)
Ow (]2 0o W Tt Y 7B yrot Agiwi
Surface non traitée 67 £0,15 26,6 +0,1 49,9 £ 0,37 36,14 £ 0,2 0,26 £ 0,02 43,71+ 0,27 10,6 44,9 24,70
Surface traitée 20,9+£0,7 22,7+0,12 52,0 £ 0,05 33,10+ 0,03 2,09 £0,02 52,15+ 0,55 20,4 53,6 28,90
par HELS
Surface traitée 60+ 0,31 24,5+0,2 545+1 31,70 £ 0,57 6,13+ 0,34 10,12 £ 0,36 15,5 47,2 -21,11
par HEAV
Surface traitée 13+0,2 10,1+ 0,47 21,8 £ 0,06 47,14 + 0,02 0,37 £0,01 53,69 £ 0,08 8,4 55,6 30,71
par HEMS
Surface traitée 11,6+0,2 31,1+0,49 35,9+0,32 41,50+ 0,15 0,06 + 0,008 65,91 £ 0,51 3,4 45 52,60
par MO1
(S. aureus)
Surface traitée 60 = 0,26 18,4 + 0,51 14,6 £ 0,05 49,06 = 0,01 1,76 £ 0,07 9,28 £ 0,33 7,8 57 -40,81

par MO2
(P. aeruginosa)

Les données sont présentées sous forme de moyennes =SD (n=3). Ow : angle de contact avec l'eau. OF : angle de contact avec le formamide. 0D :
angle de contact avec le diiodométhane. y LW : composante de Lifshitz-van der Waals. y- : paramétre du donneur d'électrons. y + : paramétre
accepteur d'électrons. AGiwi : énergie libre d'interaction. Avec HEAV : I’HE d’A vishaga, HEMS : I’'HE de M. suaveolens et HELS : I’'HE de L.

stoechas.

——

98

'



Partie lll : Résultats et Discussion

Ces variations révelent une altération significative de I'nydrophobicité des surfaces des matériaux
qui sont devenues qualitativement hydrophiles et quantitativement hydrophobes dans le cas du
traitement par I’HE d’A. visnaga et le mélange optimal 2. En outre, les données montrent que le
composant accepteur d'électrons de la surface du matériau traité a légérement augmenté, a
I'exception du coupon complété par le mélange optimal 1 (y+= 0,06 + 0,008 mJ/m?), tandis que le
parametre donneur d'électrons a considérablement augmenté lorsqu'il a été traité par ’'HE de L.

stoechas, I’HE de M. suaveolens et le mélange optimal 1.

En outre, les traitements par I’'HE d’A4 visnaga et le mélange optimal 2 ont réduit le parametre du
donneur d’électron avec des valeurs respectives de 10,12 + 0,36 et 9,28 + 0,33 mJ/m?. 1l a été
montré que les coupons en acier inoxydable 304L non traités et traités présentent un caractere
acido-basique plus petit (YAB) avec des valeurs allant de 3,4 & 20,4 mJ/m? que les valeurs de
Lifshitz Van Der Waals (YLW = 31,70 + 0,57 ; 49,06 + 0,01 mJ/m?).

D'aprés nos résultats, les traitements simples et combinés ont significativement inhibé I'adhésion
des deux souches bactériennes pendant les 10 heures d'incubation. L'inhibition de I'adhésion
bactérienne pourrait étre expliquée par le fait que le traitement par les huiles essentielles a altéré
les propriétés physico-chimiques de la surface de 1’acier inoxydable 304L. En effet, les mesures de
I'angle de contact ont révélé que I'inox 304L sans HEs avait un comportement qualitativement
hydrophobe et quantitativement hydrophile, des parametres de donneur d'électrons et de Lifshitz-
Van der Waals élevés, des parameétres d'accepteur d'électrons et de tension superficielle acido-
basique (YAB) faibles.

Ces résultats confirment ceux des travaux antérieurs montrant que le traitement des surfaces des
matériaux par des extraits de plantes peut modifier leurs caractéristiques physico-chimiques. Par
ailleurs, Lekbach et ses collegues (2019) ont révélé que le traitement de I'acier inoxydable 304L
par des extraits de Salvia officinalis et de Cistus ladanifer induit une altération de I'nydrophobicité
de la surface du matériau (Lekbach et al., 2021, 2019). Un autre travail a rapporté que l'ajout d'un
extrait de Thym a du bois de cedre a engendré un changement dans le comportement physico-
chimique de la surface du bois (réduction de I'hydrophobie et amélioration du paramétre donneur
d'électrons) (Sadiki et al., 2014).
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L'altération des paramétres physicochimiques des matériaux pourrait étre due a l'existence de
constituants bioactifs qui peuvent adhérer a la surface du matériau et former un film hydrophile qui

diminue I'adhésion bactérienne (Lekbach et al., 2021; Samrot et al., 2021).

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont contribué a I'amélioration de l'utilisation
commerciale de ces plantes indigénes du Maroc.

2. Evaluation de I'adhésion bactérienne a la surface de I'acier inoxydable 304L

Les résultats de I'adhésion de S. aureus et P. aeruginosa a la surface de I'acier inoxydable 304L

sont présentés dans les figures 30 et 31, respectivement.

Le logiciel Matlab a été utilisé pour déterminer le nombre de cellules adhérant a la surface du
matériau. L'analyse de microscopie électronique a balayage (MEB) a révélé que les deux souches
bactériennes présentaient des affinités différentes pour le matériau étudié. En fait, P. aeruginosa a
été capable d'adhérer a la surface de l'acier inoxydable 304L plus que S. aureus, avec des
pourcentages d'adhésion respectifs de 89,56 + 3,28% et 69,61 + 4,05 % (figure 32).
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Figure 30. Analyse MEB de I'adhésion de S. aureus a la surface de I'acier inoxydable 304L aprés

10 heures d'incubation.
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Figure 31. Analyse MEB de I'adhésion de P. aeruginosa a la surface de I'acier inoxydable 304L
aprés 10 heures d'incubation.
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Figure 32. Pourcentage de la surface couverte de I'acier inoxydable par P. aeruginosa et S. aureus
examine par le logiciel MATLAB.
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De plus, il existe une différence significative entre les surfaces des coupons de contrdle et ceux
supplémentés avec des HEs de L. stoechas, de M. suaveolens et A. visnaga et leurs mélanges

optimaux.

Dans le cas de S. aureus, I'attachement bactérien dans le coupon non traité était supérieur a 60%,
alors que Il'attachement des cellules dans les coupons traités avec les HEs de L. stoechas (CMI=
0,5% (v/v)), de M. suaveolens (CMI= 1% (v/v)) et A. visnaga (CMI= 0,5% (v/v)) différait de 2,95
a 7,1 %. En outre, I'ajout du mélange optimal 1 (27 % de I’'HE de M. suaveolens, 43 % de I’'HE
d’A. visnaga et 30 % de I'HE de L. stoechas) a la surface de l'acier inoxydable 304L a
considérablement amélioré sa propriété anti-adhésion (% d'adhésion = 1 %) (figure 33, figure 34).

Figure 33. Analyse MEB (x1000) de l'adhésion de S. aureus sur la surface en acier inoxydable
traitée avec (A) I’HE de L. stoechas, (B) I’'HE d’A. visnaga, (C) I’'HE de M. suaveolens et (D)
MO1.
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Figure 34. Pourcentage de la surface couverte de I'acier inoxydable par S. aureus non traité et traité
par les trois HEs et leur MO1 examiné par le logiciel MATLAB.

Les données avec la méme lettre présentent une différence non significative par le test de Tukey (ANOVA,

p < 0,05). Les résultats sont exprimés en moyennes =+ 1’écart-type de trois mesures indépendantes.

En ce qui concerne P. aeruginosa, I'analyse au MEB et par le logiciel Matlab ont révélé que son
adhésion a la surface de l'acier inoxydable 304L était plus favorable avec un pourcentage
approximatif de 90 %. Il a été détecté que les traitements avec des HEs pures ont inhibé environ
50 % de l'adhésion bactérienne sur les coupons en acier inoxydable 304L. Ainsi, I'ajout des HES
de L. stoechas (CMI=0,5% (v/Vv)), A. visnaga (CMI= 0,25% (v/v)) et M. suaveolens (CMI= 0,25%
(v/v)) a permis de réduire cette adhésion a 49,23 + 1,56 % ; 51,14 + 2,44 % et 55,53 + 2,07 %,
respectivement. 1l est intéressant de noter que le mélange optimal 2 composé de 50 % de I’'HE d’A.
visnaga et de 50 % de I’HE de L. stoechas a pu inhiber prés de 80 % de I'adhésion de P. aeruginosa

a la surface de ce matériau (% d'adhésion = 20 %)) (figure 35, figure 36).

Ces résultats confirment les données obtenues par I'angle de contact, qui mettent en évidence la
restriction de l'adhésion bactérienne sur le matériau en présence des HEs seules et de leurs

mélanges optimaux.
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Figure 35. Analyse MEB (x1000) de I'adhésion de P. aeruginosa sur la surface en acier inoxydable
traitée avec (A) I’HE de L. stoechas, (B) I’HE d’A. visnaga, (C) I’'HE de M. suaveolens et (D) MO2.

100 -
d 0O Non traité
T
80 B A visnaga
S "M
(72}
@ suaveolens
60 o
© b
S
040
(@)
[
g
e a
320 - T
o
0

Figure 36. Pourcentage de la surface couverte de I'acier inoxydable par P. aeruginosa non traité et
traité par les trois HEs et leur MO2 examiné par le logiciel MATLAB.

Les données avec la méme lettre présentent une différence non significative par le test de Tukey (ANOVA, p < 0,05).

Les résultats sont exprimés en moyennes =+ [’écart-type de trois mesures indépendantes.
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Théoriquement, I'adhésion des cellules aux surfaces hydrophobes obéit aux mémes principes que
I'adsorption des protéines (Van Oss, 1995). Ces molécules dotées d'une petite taille et d'un
coefficient de diffusion élevé adhérent plus rapidement que les cellules bactériennes aux surfaces
(Palmer et al., 2007). Les protéines adsorbées forment alors une couche hydrophile qui réduit
I'adhésion cellulaire (Otto et al., 2001). L'adhésion cellulaire peut alors se produire lorsque la
surface cellulaire présente des récepteurs specifiques aux protéines tels que les adhésines (Cheng
et al., 2007; Hori and Matsumoto, 2010), ce qui pourrait expliquer la différence de pourcentage
d'adhésion de S. aureus et P. aeruginosa a la surface de I'acier inoxydable 304L. Au-dela des
parametres d'énergie libre et d'hydrophobie des cellules bactériennes et des surfaces des matériaux,
I'adhésion cellulaire peut étre influencée par divers paramétres tels que la composition chimique
du matériau, le temps de contact adhésif, les conditions expérimentales, le pH du milieu, ainsi que

la rugosité et la topographie du substrat (Hori and Matsumoto, 2010; Ribeiro et al., 2012).

La variation éventuelle de I'un de ces parameétres peut avoir un impact direct sur le processus
d'adhésion, ce qui rend la prédiction de I'adhésion des bactéries relativement dépendante. Kim et
al., (2009) ont affirmé que I'expression des adhésines bactériennes était influencée par la présence
des huiles essentielles. Par conséquent, les HEs de L. stoechas, d’A. visnaga et M. suaveolens ont
la capacité d'inhiber la premiére étape de la formation d'un biofilm.

L'efficacité des propriétés anti-adhésives des mélanges optimaux contre les cellules planctoniques
ou les biofilms peuvent étre explique per 1’effet synergique entre ces trois HES. Plusieurs études
ont montré que les effets antimicrobiens des huiles essentielles résultent de I'interaction entre tous
les composants de I'huile, et pas seulement des effets d'un seul composé (Altun et Yapici, 2022; Ju
et al.,, 2022; Lis-Balchin, 2006). L'utilisation d'un composé spécifique d'une HE n'est pas
suffisamment efficace pour inhiber la formation d'un biofilm (Sandasi et al., 2008). En outre, I'effet
inhibiteur plus important sur la formation de biofilms de S. aureus et P. aeruginosa par les
mélanges optimaux 1 et 2, respectivement, pourrait étre d aux effets synergiques potentiels entre
les composés majeurs et mineurs presents dans les HEs de L. stoechas, d’A. visnaga et M.

suaveolens.

En effet, il a été mentionné précédemment que les phénols et les alcools monoterpéniques

montraient des actions synergiques contre diverses souches pathogenes (Marchese et al., 2017).
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Ces résultats concordent avec ceux des travaux antérieurs montrant que le revétement a base de
chitosane complété par la formulation des HEs de Cinnamomum zeylanicum, Thymus satureioides,
Pelargonium asperum et Eugenia caryophyllus avait I'action anti-adhésive la plus importante
contre les biofilms hétérogenes (Mouhoub et al., 2022). Le mécanisme des mélanges des HEs et
d'HEs pures peut s'expliquer par le fait que les composeés volatils peuvent agir sur l'intégrité de la
membrane des bactéries. Ils peuvent également réduire I'expression de déterminants de virulence
cruciaux mediés par le quorum sensing qui contribuent a la formation de biofilms (Yu and Shi,
2021). Ces mécanismes peuvent expliquer l'inhibition de Il'attachement de S. aureus et de P.

aeruginosa a la surface de 1’acier inoxydable 304L.

Dans cette étude, la fenchone, le camphre, le linalol et I'oxyde de pipéritenone étaient les principaux
composés des HEs examinées. Cela montre que les huiles comprennent de nombreuses classes de

substances phytochimiques correspondant principalement au groupe des monoterpénes.

Des études antérieures ont montré que les composés monoterpéniques ont la capacité de perturber
les membranes des bactéries et de supprimer l'activité de certaines enzymes (coagulase, lipase) et
toxines (SEA et SEB) produites par des souches pathogénes, notamment S. aureus et P. aeruginosa,
qui contribuent a leur virulence et a leur pathogeénicité en favorisant la colonisation, les lésions

tissulaires et I'évasion du systeme immunitaire (Marchese et al., 2017).

Des études ont également montré que le linalol, le menthol, le limonéne, le camphre et la fenchone
altérent la perméabilité de la cellule en pénétrant a travers les chaines d'acyle gras des bicouches
lipidiqgues membranaires, perturbent la bicouche lipidique et changent la fluidité de la membrane
cellulaire (Barbosa et al., 2020; Borella et al., 2020). Par ailleurs, le linalol et d'autres monoterpenes
représentent des composés ayant une activité inhibitrice du quorum sensing en affectant la
communication entre les bactéries (Mukherji and Prabhune, 2015). En effet, comprendre et cibler
les mécanismes du quorum sensing peut contribuer au développement de stratégies plus efficaces

pour prévenir ou traiter les infections liées aux biofilms.

Par conséquent, les formulations anti-adhésives développé a I’issue de ce travail ont fourni une
orientation théorique et expérimentale pour découvrir et affiner des agents antimicrobiens
potentiels a partir d'huiles essentielles marocaines, qui peuvent servir d'alternatives naturelles pour
lutter contre la formation de biofilms sur les surfaces en acier inoxydable utilisées dans le cadre

d'applications biomédicales et d'ingénierie.
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V. Activité antioxydante

Au cours des dernieres années, I'efficacité des produits antioxydants naturels dans le traitement de
diverses maladies a été démontrée. Un grand nombre des huiles essentielles aux propriéetés
antioxydantes doivent étre mentionnées ici, leur utilisation en tant qu'antioxydants naturels étant
un domaine d'intérét réel, en particulier dans les sciences alimentaires et la médecine. Les HEs sont
des produits complexes, généralement constitués de plus de 50 composants a des concentrations
variables (Tit et Bungau, 2023). Les substances des HEs décrites comme ayant une activité
antioxydante représentent une fraction importante de 1I’ensemble des composés, et sont souvent
indiqguées comme une source potentielle pour la découverte et le développement de nouveaux
composés bioactifs, a usage médical, pharmaceutique, cosmétique et autre (Anthony et al., 2012;
Diniz do Nascimento et al., 2020).

En outre, les HEs et leurs composants ont été étudiés en tant qu'additifs alternatifs dans I'industrie
alimentaire, soulignant leurs avantages par rapport aux antioxydants synthétiques qui ont souvent

des effets négatifs sur la santé (Amorati et al., 2013; Chrysargyris et al., 2020).

Dans cette étude, la capacité antioxydante des HEs obtenues a partir des parties aériennes de L.
stoechas, A. visnaga, et M. suaveolens a été examinée a l'aide de quatre tests complémentaires, a
savoir les tests DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, et f-carotene. Ces méthodes utilisent différents
mécanismes pour mesurer l'activité antioxydante : le test de blanchiment du B-caroténe évalue la
capacité d'un antioxydant a prévenir la peroxydation lipidique dans les phases d'initiation et de
propagation (Dorman et al., 2000; Prieto et al., 2012), la méthode du pouvoir réducteur détermine
la capacité de réduction ferrique (Pulido et al., 2000; Shahidi and Zhong, 2015), et les tests DPPH
et ABTS évaluent la capacité de piégeage des radicaux libres (Garcia et al., 2012; Kedare and
Singh, 2011; Re et al., 1999). Cette approche nous permet d'obtenir des résultats complémentaires
et une compréhension globale du potentiel antioxydant des huiles essentielles étudiées. L'effet
antioxydant a été exprimé en valeurs de Clso qui ont été comparé a celles des antioxydants

syntheétiques standards (acide ascorbique et BHT).
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1. Piégeage du radical libre DPPH

Le test de DPPH est une technique tres répandue, rapide, facile et peu colteuse pour évaluer les
propriétés antioxydantes, en utilisant notamment les radicaux libres pour évaluer le potentiel des

échantillons testés a servir comme donneurs d'hydrogéne ou de piégeurs de radicaux libres.

La figure 37 montre que les HEs de M. suaveolens, A. visnaga, et L. stoechas, ont la capacité de
réduire le radical violet stable DPPH en DPPH-H jaune, jusqu’a 68,99 + 1,15%, 62 + 4,26 % et
58,13+ 2,57 a la concentration de 0,15 mg/mL, respectivement. On peut constater que les trois HES
présentent des capacités de piegeage différentes. Par ailleurs, une activité anti-radicalaire

dépendante de la concentration a été observée pour toutes les HEs étudiées.
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Figure 37. Activité de piégeage du radical DPPH des HEs étudiées a différentes concentrations.

Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec * 1’écart-type.

Les valeurs de la Clso ont indiqué des differences significatives (p < 0,05) dans I'effet antioxydant
des HEs A. visnaga (Clso = 221,92 + 1,2 pg/mL), L. stoechas (Clso = 163,46 + 5,66 pg/mL) et M.
suaveolens (Clso = 215,59 + 5,28 pg/mL) et des antioxydants standards BHT (Clso = 79,18 + 5,24
pg/mL) et acide ascorbique (Clso = 23,80 + 5,0 ug/mL) (tableau 22). En effet, les HESs étudiees ont
été moins efficaces que les agents antioxydants synthétiques (statistiquement significatif a p <
0,05).
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Tableau 22. Clso des HEs et des antioxydants synthétiques contre le radical DPPH.

Huiles et standards Clso (Mg/mL)
A. visnaga 221,92 + 1,2¢
L. stoechas 163,46 + 5,66°
M. suaveolens 215,59 + 5,28¢
BHT 79,18 £ 5,24

Acide ascorbique 23,80 + 5,02

*Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec + 1’écartype. *Les valeurs indiquées
avec des lettres différentes montrent que la différence est significative (p< 0,05), les valeurs sont groupées par
ordre croissant a<b<c<d.

2. Piégeage du radical libre ABTS

Le cation ABTS+ est un radical libre stable fréquemment utilisé pour identifier I'activité
antioxydante des produits naturels, notamment les HEs. D’aprés la figure 38, la capacité de
piégeage du radical libre ABTS de toutes les huiles testées a révélé un profil d'effet dépendant de
la concentration. Cette activité antiradicalaire augmente proportionnellement a la concentration en
HEs. L’HE de M. suaveolens a montré une activité de piégeage des radicaux libres (ABTS) le plus

élevé, suivi par I’HE de L. stoechas, cependant, I’HE d’A. visnaga a présenté la plus faible activité.
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Figure 38. Activité de piégeage du radical ABTS des HEs étudiées a différentes concentrations.

Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec * 1’écart-type.
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L’analyse de résultats du tableau 23 a révélé que les HEs testées possédent une forte activité contre
le radical ABTS avec des Clso de 51,10 + 1,28 pg/mL, 78,06 + 2,85 pg/mL et 101,92 £+ 4,05 pg/mL
pour les HEs de M. suaveolens, L. stoechas, et A. visnaga, respectivement. Cette activité est
Iégerement inférieure a celle révélée par les antioxydants synthétiques, a savoir le BHT et I'acide

ascorbique, Clso = 48,18 £ 5,24 png/mL et Clso = 31,23 £ 1,17 pg/mL, respectivement.

Tableau 23. Clso des HEs et des antioxydants synthétiques contre le radical ABTS.

Huiles et standards Clso (ng/mL)
A. visnaga 101,92 + 4,05¢

L. stoechas 78,06 + 2,85°

M. suaveolens 51,10 +1,28°
BHT 48,18 + 5,24°

Acide ascorbique 31,23 +1,172

*Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec * I’écart-type. *Les valeurs indiquées
avec des lettres différentes montrent que la différence est significative (p< 0,05), les valeurs sont groupées par

ordre croissant a<b<c<d.

3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est utilisé comme indicateur de la capacité d'un composé a céder un électron.
Il permet de mesurer le potentiel réducteur de I'ion ferrique (Fe®*) en ferreux Fe?* par des

substances a effet antioxydant.

La figure 39 montre que le pouvoir réducteur des HESs testées et les antioxydants de référence est
dans I'ordre suivant : BHT > Acide ascorbique > M. suaveolens > L. stoechas > A. visnaga.

L’HE de M. suaveolens a démontré le pouvoir réducteur le plus important avec la concentration
efficace (CEso) de 144.38 + 6.10 pg/mL. Un effet modéré a été enregistré pour I’HE de L. stoechas
(CEso= 192.27 + 8.78 ng/mL). Cependant, I’HE d’A. visnaga possede un faible pouvoir réducteur
(CEso= 348.28 * 5.34 ug/mL). Malgré leur pouvoir antioxydant important, les HEs testées restent

moins efficaces que les antioxydants standards (différence statistiguement significative a p < 0,05).
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Figure 39. Pouvoir réducteur (CEso) des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga,
comparée aux antioxydants standards (BHT et acide ascorbique).

Les données avec la méme lettre présentent une différence non significative par le test de Tukey (ANOVA,

p <0,05). Les résultats sont exprimés en moyennes + 1’écart-type de trois mesures indépendantes.

4. Test de blanchissement du p-carotene

La figure 40 présente le potentiel des HEs a prévenir la peroxydation des lipides, estimée par la
méthode de décoloration du B-carotene. On note que I’HE de L. stoechas empéche d’une maniére
efficace I’oxydation de I’acide linoléique a une Clso de 143,49 + 2.05 pug/mL. Une activité moindre
mais importante a été indiqué par I’'HE de M. suaveolens (Clso= 168,50 £ 3,20 pg/mL). En
concordance avec la réduction de I’ABTS, le DPPH et du pouvoir réducteur, I’HE d’A. visnaga est
généralement moins active contre la décoloration oxydative du B-carotene avec Clso= 284,29 + 2,94
pug/mL. En genérale, les HEs testées sont moins efficaces que les antioxydants standard, I'acide
ascorbique (Clso= 37,07 £ 1,44 pg/mL) et le BHT (Clso= 56,07 + 2,83 pug/mL) (p < 0,05).
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Figure 40. Clso des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga, comparée aux antioxydants
standards (BHT et acide ascorbique) déterminée par le test du B-caroténe.

Les données avec la méme lettre présentent une différence non significative par le test de Tukey (ANOVA,

p < 0,05). Les résultats sont exprimés en moyennes + 1’écart-type de trois mesures indépendantes.

5. Discussion

En raison des préoccupations toxicologiques liées a I'utilisation de substances synthétiques dans
les aliments et de la sensibilisation croissante aux aliments naturels, l'utilisation de substances
naturelles en tant que conservateurs et antioxydants alimentaires suscite un intérét croissant
(Lourenco et al., 2019; Shahidi and Zhong, 2015; Wang et al., 2021). Dans ce contexte, les plantes
aromatiques, en particulier leurs HEs, sont évaluées pour leur activité antioxydante. Il est donc
pertinent d'évaluer I'activité antioxydante naturelle des HEs, étant donné qu'elles sont largement
utilisées dans l'industrie alimentaire et des boissons (Ahmed et al., 2019; Farias et al., 2020;
Mollova et al., 2020; Nafis et al., 2019; Seibert et al., 2019).

De nombreuses molécules naturelles, en particulier celles produites dans le régne veégetal,
possédent au moins un cycle benzénique avec un groupe fonctionnel hydroxyle dans leur squelette.
Ces composés sont collectivement connus sous le nom de composés phénoliques et, grace a leur
potentiel de don d’hydrogene ou d'électron unique, ils jouent généralement un réle important dans
I'activité antioxydante des HEs (Alizadeh et al., 2010; Ben Farhat et al., 2009; Elzaawely et al.,
2007; Tohidi et al., 2017).
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Dans notre étude, les HES obtenues a partir des parties aériennes de L. stoechas, M. suaveolens et
A. visnaga ont exercé un potentiel antioxydant tres important par les différents tests in vitro utilisés.
En effet, les HESs testées ont montré des activités antioxydantes plus importantes par les méthodes
DPPH et ABTS que par le potentiel réducteur et test du B-carotene. La différence de capacité
antioxydante entre les trois HEs est certainement due a des profils chimiques différents (Bouyahya
et al., 2017; Yang et al., 2010). Par ailleurs, I'activité antioxydante des HEs peut étre due a des
mécanismes différents puisqu'elles présentent une complexité chimique avec des groupes
fonctionnels, une polarité et un comportement chimique différents ; ainsi, pour évaluer leur
efficacité, plusieurs méthodes analytiques complémentaires doivent étre utilisées. Par conséquent,
I'activité antioxydante des HEs dépend du systéme utilisé pour tester cette action.

Nos résultats convergent avec ceux d'études antérieures menées par diverses équipes de recherche
qui ont démontré les propriétés antioxydantes des HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga
a travers différents tests antioxydants (Al-Mijalli et al., 2022; Benali et al., 2023; Bouyahya et al.,
2017; Kamal et al., 2022). Les activités antioxydantes marqueées de ces trois huiles peuvent étre

attribuées en partie a leur teneur élevée en composes phénoliques.

Selon la littérature, il existe une corrélation positive entre la composition chimique des HEs de L.
stoechas, A. visnaga, et M. suaveolens et leur potentiel antioxydant (Baptista et al., 2015; Keddad
et al., 2016; Zekri et al., 2016; Zerkani et al., 2021). Ces HEs peuvent agir en tant qu'agent
réducteur, agent de neutralisation de l'oxygéne singulet 1O, et donneur de liaisons H. 1l est bien
connu que certains monoterpénes et sesquiterpenes possedent des effets inhibiteurs remarquables
sur I'oxydation (Balahbib et al., 2021; Hachlafi et al., 2021; Kokilananthan et al., 2022; Zengin et
al., 2016). Les HEs de L. stoechas, M. suaveolens et A. visnaga contiennent un pourcentage élevé
de monoterpénes oxygénés, tels que la fenchone, le camphre, le linalol, I'oxyde de pipéritonone et
le B-ociméne. Ces composants bioactifs pourraient agir seuls ou en synergie comme des agents
antioxydants naturels, jouant un rdéle protecteur pour la santé humaine contre de nombreuses
maladies liées au stress oxydatif (Keskin et al., 2017; Ola and Sofolahan, 2021; Zunino and
Zygadlo, 2004).

Peu de travaux ont été consacrés au potentiel antioxydant de I'HE de M. suaveolens. En effet, une
étude menée sur I'HE de M. suaveolens du Nord-Ouest du Maroc a montré une activité antioxydante

remarquable contre le radical DPPH avec Clsp = 64,76 + 2,24 ug/mL comparé a celle de ’acide
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ascorbique (Clso = 22,61 + 1,08 pg/mL) et Trolox (Clso = 34,12 + 2,13 pg/mL) utilisés comme
controles positifs (Moussaoui, 2013). Cependant, les HES d'Egypte ont exercé un potentiel
antiradicalaire modéreé in vitro, avec une Clso de 200 pg/mL par rapport a 1'acide ascorbique (7,5
pug/mL) (Mata et al., 2007). L’activité de piégeage des radicaux libres de de I'HE de M. suaveolens
est généralement déterminée par les interactions entre les molécules bioactives majeures et
mineures avec divers mécanismes d'action. Par ailleurs, cet effet pourrait étre attribué a la teneur

élevée en oxyde de pipériténone (74,55%).

En outre, plusieurs études ont révélé que les HEs de especes de Lavandula possedent des propriétés
antioxydantes et préviennent ainsi la peroxydation des lipides (Chrysargyris et al., 2020; Insawang
et al., 2019; Matos et al., 2009). L'activité antioxydante de I’HE de L. stoechas évaluée a lI'aide de
I'activité de piégeage du DPPH et ABTS et du test pouvoir réducteur et B-caroténe, a montré un
effet antioxydant trés important. Cette activité est certainement liée a la composition chimique de
cette huile qui est riche en composés phénoliques tels que la fenchone et le camphre. En effet,
plusieurs études ont démontré les effets antioxydants des HEs riches en ces composés (Bouyahya
etal., 2017; Costa et al., 2015; Keskin et al., 2017).

De plus, la capacité de I’HE obtenue a partir de la partie aérienne de L. stoechas a piéger le radical
libre DPPH et ABTS est en accord avec ce qui a été rapporté par d'autres études (Carrasco et al.,
2015; Cherrat et al., 2014; Matos et al., 2009). Carrasco et al. (2015) ont trouvé une activité
antioxydante intéressante, tandis que Cherrat et al. (2014) ont montré un effet antioxydant modeéré
de I’HE de L. stoechas. Généralement, les composés phénoliques des HEs de L. stoechas pourraient
étre responsables de ses effets antioxydants. Toutefois, les effets synergiques de divers composants

essentiels pourraient également contribuer a I'activité antioxydante.

En ce qui concerne I’HE d’A. visnaga, l'activité antioxydante légérement faible de notre échantillon
peut s'expliquer par la déficience du contenu phénolique, ce qui est suggéré par leur non-dominance
dans la composition chimique. A cet égard, une étude récente menée par Kamal et al. (2022) a
démontré des fortes corrélations entre I'activité antioxydante de I’HE d’A. vishaga, le taux des
polyphénols totaux, flavonoides totaux et des tanins condensés avec respectivement r = 0,958 ; R?
=0,917,r=0,851 ; R> = 0,724, et r = 0,971 ; R? = 0,942 a un niveau de confiance de 95 %. De
plus, les auteurs ont montré que la forte corrélation positive observée pour les phénols et les

flavonoides, suggérant que 94,2 % et 91,71 %, respectivement, de la variabilité de l'activité
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antioxydante de I’HE d'A. visnaga est expliquée par la variabilité des polyphénols totaux et des
composés flavonoides totaux. Les autres 5,8 et 8,29 % de la variance sont expliqués par d’autres
facteurs (Kamal et al., 2022). Ces résultats concordent avec les rapports de la littérature qui
montrent que la décoloration de la solution DPPH est fortement corrélé avec la quantité du contenu
phénolique total (Villafio et al., 2007; Zheng et al., 2010).

Certaines études ont suggeré que les HEs peuvent interférer directement avec les radicaux réactifs
pour les détruire en acceptant ou en donnant des électrons pour éradiquer I'état non apparié du
radical, de méme qu'elles peuvent reduire indirectement la formation de radicaux libres en
réprimant les actions ou les productions de radicaux libres ou en améliorant les activités et les
générations d'autres enzymes antioxydantes (Baptista-Silva et al., 2020; Bhavaniramya et al.,
2019b; Mimica-Duki¢ et al., 2010). 1l a également été rapporté que les HES peuvent entraver
I'oxydation des lipides en bloquant I'extraction continue d'hydrogene et en inhibant la production
d'oxygene singulet et la fixation des catalyseurs a base d'ions métalliques de transition (Amorati et
al., 2013; Bhavaniramya et al., 2019b).

V1. Activité antidiabétique In vitro

Bien que plusieurs rapports ont été établis sur les effets antioxydants et antimicrobiens des huiles
essentielles obtenues a partir de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas, il existe peu
d'informations sur leurs propriétés antidiabétiques. De ce fait, la présente étude vise a évaluer les
effets antidiabétiques des trois HEs sélectionnées a travers leurs actions inhibitrices des activités
enzymatiques de I'a-amylase et de I'a-glucosidase.

Ces enzymes jouent un réle crucial dans la digestion gastro-intestinale de I'amidon et I'nydrolyse
des carbohydrates lors de la réabsorption du glucose. L’inhibition de ces enzymes peut réduire
I'nyperglycémie postprandiale en empéchant I'absorption de I'amidon alimentaire (Bouhrim et al.,
2020; Boutahiri et al., 2021; Laaraj et al., 2022; Tiji et al., 2021). Par conséquent, I'inhibition de
I'a-glucosidase intestinale (EC3.2.1.20) et I'a-amylase pancréatique (EC3.2.1.1), sont décrites
comme des cibles thérapeutiques efficaces pour modifier I'nyperglycémie postprandiale
pathologique observée chez les patients atteints de diabéete de type 2 (Butala et al., 2017;
Okechukwu et al., 2020; Semaan et al., 2017).
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Les résultats présentés dans les figure 41 et figure 42 montrent clairement que I'inhibition de I'a-
amylase et I'a-glucosidase augmente en fonction de la concentration pour les HEs testées. En effet,
les HEs de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas ont inhibé les 2 enzymes de maniere dose-
dépendante. Les HEs ont pu restreindre les activités des enzymes, I'a-amylase et de I'a-glucosidase
a des faibles doses comparées a I'agent standard utilisé (acarbose). 1l faut noter qu'il n'y a pas de
différences significatives entre les activités inhibitrices des HEs étudiées et de celle de I'acarbose
(p <0,05).

Les résultats sont également représentés sous forme de valeurs Clso (tableaux 24 et 25). Les HEs
de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas ont montré une inhibition significative de I'a-amylase,
avec des valeurs Clso de 0,351 + 0,04 mg/mL, 0,337 + 0,04 mg/mL et 0,300 £ 0,04 mg/mL,

respectivement.

En ce qui concerne l'inhibition de I'a-glucosidase intestinale, un effet significatif a également été
enregistré pour les trois HESs testées, avec des valeurs Clso de 0,258 + 0,04 mg/mL, 0,274 + 0,01
mg/mL et 0,302 + 0,01 mg/mL pour les HEs de L. stoechas, M. suaveolens, A. vishaga,

respectivement.
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Figure 41. Effet inhibiteur des HEs de M. suaveolens, A. visnaga, L. stoechas et de I'acarbose
contre I'enzyme a-amylase. Les valeurs sont exprimées par moyenne + I’écart-type (n = 3). **p < 0,01,

***n < 0,001 en fonction du contréle.
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Figure 42. Effet inhibiteur des HEs de M. suaveolens, A. visnaga, L. stoechas et de I'acarbose
contre l'enzyme a-glucosidase. Les valeurs sont exprimées par moyenne + 1’écart-type (n = 3). **p <

0,01, ***p < 0,001 en fonction du contréle.

Tableau 24. Valeurs de Clso des HEs testées et de 1’acarbose contre I’activité enzymatique de a-

amylase pancréatique.

Huiles et standard Clso (mg/mL)
M. suaveolens 0,351 + 0,04
A. visnaga 0,337+ 0,04

L. stoechas 0,300 + 0,008
Acarbose 0,306 + 0,03

Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec + 1’écart-type.
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Tableau 25. Valeurs de Clso des HEs testées et de 1’acarbose contre 1’activité enzymatique de a-

glucosidase intestinale.

Huiles et standard Clso (mg/mL)
M. suaveolens 0,274 + 0,01
A. visnaga 0,302 + 0,01
L. stoechas 0,258 + 0,04
Acarbose 0,281 + 0,02

Les données sont exprimées par moyenne de trois répétitions (n=3) avec  I’écart-type.

Au vu de ces résultats, les HEs de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas ont exercé des actions
antidiabétiques notables contre les deux enzymes testées. Al-Mijalli et al. (2022) ont rapporté que
I’HE de M. suaveolens réprime les activités des enzymes a-amylase et a-glucosidase a de faibles
concentrations par rapport a l'acarbose (médicament standard) avec une valeur Clso égale a 94,30
+ 0,06 pg/mL et 141,16 + 0,21 pg/mL, pour l'inhibition de I'activité de I'a-amylase et de I'a-

glucosidase, respectivement.

Des études antérieures ont également indiqué qu'A. visnaga présente d'importantes propriétés anti-
hyperglycémiques (Hilmi et al., 2014; Khalil et al., 2020; Mustafa et al., 2019). En effet,
I'administration d'un extrait aqueux d'A. visnaga a démontré une activité hypoglycémique
remarquable sur des rats normaux et diabétiques a la streptozotocine (Jouad et al., 2002). De plus,
une déecoction de fruits d'A. visnaga a réduit les niveaux de glycémie de 51 % chez des rats

normaux, par rapport au tolbutamide, un médicament hypoglycémiant oral (Talaat et al., 2014).

Une étude récente a évalué le pouvoir inhibiteur de I'HE de Lavandula angustifolia sur I'enzyme
a-glucosidase. 1l s'est avéré que I'HE étudiée était capable d'inhiber cette enzyme avec une Clso de
609,44 pg/mL, par rapport a I'acarbose avec une Clso de 526,5 pg/mL (Najibullah et al., 2021). Il
a egalement été montré que l'ingestion de petites concentrations d'extrait hydroalcoolique de L.
stoechas a des doses entre 50 et 150 mg/kg de poids corporel a des souris diabétiques a
considérablement minimisé I'hyperglycémie de maniére dose-dépendante (Mustafa et al., 2019).
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Notre étude a établi que les HEs de M. suaveolens, A. visnaga et L. stoechas présentent de forts
effets inhibiteurs contre les enzymes a-amylase et a-glucosidase. Cette action antidiabétique
significative est probablement due & leurs constituants bioactifs. A cet égard, la composition
chimique des trois HEs a révélé une richesse en composés monoterpénoides, tels que le pulégone,
le linalol, le campheéne, le limonéne, le camphre, I'a- et le B-pinene, le 1,8-cinéole et la fenchone,
qui ont généralement des propriétés antihyperglycémiques, antioxydantes et anti-inflammatoires
puissantes (Al Kury et al., 2021; de Alvarenga et al., 2023; Habtemariam, 2017; Kaur et al., 2019).

De plus, il a été demontré que les composes monoterpéniques augmentent la libération d'insuline
par les cellules B du pancréas, diminuent le stress oxydatif cellulaire et atténuent les enzymes, les
protéines et les voies qui pourraient conduire a de nombreux événements pathologiques (Al Kury
et al., 2021; Kaur et al., 2019; Madhuri and Naik, 2017; Tunnisa et al., 2022; Z.-W. Wang et al.,
2021).

Ainsi, les molécules de monoterpenes semblent étre des agents prometteurs pour traiter les troubles
métaboliques tels que le diabéte. En effet, Sebai et al. (2013) ont suggére que la fenchone pourrait
étre responsable des effets protecteurs de I'HE de lavande contre le diabete induit par le traitement
a l'alloxane chez les rats, étant donné qu'elle représente le principal compose de cette huile. Une
étude a également révélé que le camphre un autre composé monoterpénique, posséde une activité

hypoglycémique (Drikvandi et al., 2020).

En effet, I'administration intra-gastrique de camphre a des rats hyperglycémiques pendant trois
semaines a réduit leur taux de glucose sanguin, de triglycérides et de cholestérol total. Une étude
récente a montré que le linalol exerce des effets bénéfiques sur le métabolisme du glucose et des
lipides. Il peut également réduire le risque de développer des complications vasculaires du diabete
en améliorant les systemes de défense antioxydants et les propriétés anti-glycation (Mahdavifard
and Nakhjavani, 2020). De plus, le limonéne a démontré également une inhibition de 85,61 % de
la glycation des protéines a 100 uM, par rapport a I'aminoguanidine, le contréle positif, qui a

démontré une inhibition de 88,02 % a une concentration de 1 mM (More et al., 2014).

Par ailleurs, des essais in vivo ont prouvé une baisse de la glycémie, une amélioration du profil
lipidique et de I'némoglobine glyquée (More et al., 2014). Une autre étude a indiqué une
augmentation du taux de glucose plasmatique et une diminution du taux d'insuline chez des rats

diabétiques traités avec du limonene (Murali and Saravanan, 2012).
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Peng et al. (2009) ont constaté que les HEs contenant du limonéne peuvent stimuler la sécrétion
d'insuline dans les cellules B du pancréas. Ainsi, la capacité du limonéne a réduire de maniére
significative les niveaux de glucose plasmatique a jeun chez les rats diabétiques peut étre due a la
potentialisation de la sécrétion d'insuline a partir des Tlots B-cellulaires existants, qui a son tour,

augmente l'utilisation du glucose par les tissus.

Il est également apparu que la supplémentation en acide butyrique (& une dose de 500 mg/kg de
poids corporel/jour) a amélioré de maniere significative l'activité modérée des enzymes au cours

du diabeéte et réduit la peroxydation des lipides chez les rats hyperglycémiques (Kumar et al., 2010).

En effet, les mécanismes des actions antidiabétiques in vitro des HEs sont peu discutés ; cependant,
quelques études de docking moléculaire ont montré que certains composés volatils peuvent se lier
fortement aux sites actifs de I'a-amylase et de I'a-glucosidase pour bloquer leur activité (Mahnashi
etal., 2022).

Par conséquent, les HEs étudiées peuvent empécher I'absorption des glucides, ralentir la digestion
du glucose et, ainsi, diminuer le taux de sucre dans le sang. Les résultats de I'étude actuelle sont
trés significatifs et suggérent que les huiles essentielles peuvent étre en mesure de lutter contre le

diabéte. Toutefois, d'autres recherches sont nécessaires pour étayer cette hypotheése.
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Gréace a son climat méditerranéen et a sa diversité écologique, le Maroc présente une large gamme
de végétation, parmi laquelle se trouvent de nombreuses plantes médicinales. Les plantes
médicinales demeurent une ressource incontestable de composeés actifs renommeés pour leurs vertus
thérapeutiques, en particulier les huiles essentielles qui renferment des constituants actifs prises a

des fins médicinales, alimentaires, et cosmetiques.

Les investigations sur les propriétés biologiques des plantes médicinales au Maroc ont connu une
augmentation significative. Cela démontre que les composés extraits de ces plantes sont trés
prometteurs, que ce soit pour leur utilisation en tant que thérapie alternative ou comme base pour

1’élaboration de nouveaux agents thérapeutiques.

L’objectif primordial assigné par ce présent travail est d’approfondir les connaissances sur huiles
essentielles de trois plantes aromatiques et médicinales, a savoir Mentha suaveolens, Lavandula
stoechas et Ammi visnaga afin de découvrir des nouvelles substances naturelles qui pourraient

servir d’appui pour :

e Contribuer a lutter contre I’émergence des souches microbiennes multi-résistantes.

e Servir comme des alternatives naturelles aux antioxydants synthétiques qui deviennent de
plus en plus nocifs pour la santé humaine.

e Développer des formulations pour éradiquer les bactéries planctoniques et leurs biofilms
préformés a la surface de l'acier inoxydable (304L SS).

Dans cette étude, nous avons procédé a 1’évaluation de la composition chimique et les effets
antimicrobiens, anti-biofilms, antioxydants et antidiabétiques de trois huiles essentielles issus des
plantes originaires du Nord-Est du Maroc, ainsi qu’une étude sur I’effet antibactérien et anti-
biofilm des mélanges ternaires des HEs étudiées a I’aide d'une méthodologie de conception de

mélanges.

Ainsi, dans un premier temps, I’analyse de composition chimique des trois HEs obtenues par
hydrodistillation a travers la chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie en
masse (CPG-MS) indique une composition trés complexe, constituée de plusieurs dizaines de
composés aves des teneurs remarquables en monoterpénes (linalol, fenchone, camphre, camphene

D-limonene et B-ociméne) dans le profile chimique de chaque huile.
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Dans un second temps, I’étude de I’effet antibactérien par les méthodes de diffusion par disque, et
micro-dilution (CMI, CMB) a montré que les trois HEs étudiées possédent des effets bactéricides
vis-a-vis les bactéries a Gram positifs et les bactéries a Gram négatifs. Cependant une sensibilité
Gram-dependant a été également observée. Ensuite, les HEs étudiées ont révelé un potentiel

antimicrobien important contre les especes de Candida et les mycobactéries.

Dans la deuxiéme partie de cette étude, nous avons procédé a I’évaluation de I’effet antibactérien
combiné de trois HEs a 1’aide de plan d’expériences. Il convient de noter que les mélanges des
HEs ont donné de meilleurs résultats que ceux obtenus avec des huiles individuelles. Par
consequent, I'application d'un modéle de conception de mélange s'est avérée efficace.

Ensuite, nous avons testé I’effet antibiofilm / antiadhésif des HEs étudiées et leurs formulations
optimales, c'est-a-dire les mélanges qui ont montré la meilleur efficacité (CMIs les plus faibles)
contre la formation de biofilm de S. aureus (27 % de I’HE de M. suaveolens, 43 % de I’HE d’A.
visnaga et 30 % de I’HE de L. stoechas) et P. aeruginosa (50 % de I’HE d’A. visnaga et de 50 %
de I’HE de L. stoechas) a la surface de I'acier inoxydable 304L. Les résultats ont montré que les
formulations sont plus efficaces contre I'adhésion des deux souches bactériennes que les huiles
seules. L'inhibition de I'adhésion bactérienne pourrait étre expliquée par le fait que le traitement
par les HEs, en particulier les mélanges a altéré les propriétés physico-chimiques de la surface de
I’acier inoxydable 304L. En outre, l'efficacité des propriétés anti-adhésives des mélanges optimaux
contre les cellules planctoniques ou les biofilms peuvent étre explique per 1’effet synergique entre

ces trois HEs.

En effet, les formulations développées dans cette étude peuvent étre utilisés comme alternative aux
antibiotiques conventionnels, qui deviennent de plus en plus inefficaces contre certaines souches
résistantes responsables de pathologies graves en médecine et de la détérioration de la qualité

nutritionnelle dans l'industrie alimentaire.

Dans la troisieme partie, la capacité antioxydante des HEs a été examinée a l'aide de quatre tests
complémentaires, a savoir les tests DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, et B-carotene. Les résultats
ont montré que les HEs étudiées possedent des effets antioxydants avec des degrés différents du

pouvoir anti-radicalaire, reducteur et protecteur de peroxydation de lipides.
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Enfin, notre étude a été achevée par 1’évaluation de I’activité antidiabétique des trois HES étudiées
a travers leurs actions inhibitrices des activités enzymatiques de I'a-amylase et de I'a-glucosidase.
Les résultats ont révéle que toutes les HEs peuvent restreindre les activités des enzymes, 1'a-
amylase et de 'a-glucosidase a des faibles doses comparées a I'agent standard utilise (acarbose).

L’ensemble des résultats reportés lors de cette étude pourrait constituer une justification
scientifique de 1’utilisation traditionnelle de Mentha suaveolens, Lavandula stoechas et A. visnaga

et une confirmation de leurs potentiels thérapeutiques dans le traitement de plusieurs maladies.

A la suite de cette étude, plusieurs avenues de recherche émergent, notamment en ce qui concerne
le mécanisme d'action antibactérien des HEs, ainsi que leur application dans divers domaines, en
particulier dans l'industrie agro-alimentaire en tant qu'agents antioxydants et antimicrobiens. Il

serait donc pertinent d'envisager les actions suivantes :

e Evaluer les aspects toxicologiques et pharmacocinétiques des HESs testées pour vérifier leur
innocuité et leur efficacité.

e Utiliser les formulations développées par le plan d’expériences contre d’autres souches
microbiennes, en ciblant d’autres mécanismes.

e Poursuivre la recherche pour étudier plus en détail les effets anti-biofilms des HEs, en
particulier sur des biofilms formés par d'autres souches bactériennes, des biofilms
multimicrobiens, et de les tester sur des matrices alimentaires ou des biofilms adhérés a
d'autres matériaux que l'acier inoxydable.

e Mener une analyse détaillée du mécanisme d'action des HEs étudiées afin d’obtenir une
compréhension plus approfondie et précise. Il serait donc intéressant d'explorer divers
indicateurs qui permettront de suivre différentes activités métaboliques et d'observer
I'impact des HEs sur des fonctions ou structures cellulaires, tels que l'activité respiratoire,
I'activité des pompes membranaires, I'activité enzymatique, les modifications de la structure
cellulaire ou les réponses physiologiques.

e Elargir cette étude en conduisant des évaluations in vivo des HEs étudiées pour confirmer

les activités biologiques qu'elles ont demontrees.
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