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Liste des abréviations

Liste des abréviations

Bij : Coefficient des termes du modele
AA : Absorbance antioxydante

ADN : Acide désoxyribonucléique
ANOVA : Analyse de la variance

b : Vecteur de tous les coefficients du modeéle

b : Vecteur de tous les coefficients déterminés avec 1’hypothése des moindres carrés
BHA : Butylhydroxyanisol hydroxyanisol butylé

BHT : Butylhydroxyanisol hydroxytoluene butylé

CIF : Concentration inhibitrice fractionnaire

CMB : Concentration minimale bactéricide

CMI : Concentration minimale inhibitrice

ddl : Nombre de degrés de liberté

DEV : Distillation par entrainement a la vapeur

DIC: Instantaneous Controlled Pressure Drop

DPPH: 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl

DTD: désorption thermique directe

FRAP: ferric reducing ability of plasma

GC/MS : chromatographie gazeuse/ spectrométrie de masse
HE : huile essentielle

MDA : Malondialdéhyde

PAM : Plantes aromatiques et médicinales



PE : Plan d’expériences

p-value : Probabilité de significativité

r: Résidu

RLM : Régression linéaire multiple

SCE : Sommes des carrés des ecarts

SCM : somme des carrés due a la moyenne

SCRC : somme des carrés des réponses calculées

SCRCm : Somme des carrés des réponses calculées corrigée de la moyenne
SCRM : Somme des carrés des réponses mesurées

SCRMm : Somme des carrés des réponses mesurées corrigée a la moyenne
TRAP : Total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter

UFC : Unite formant colonie

Xi : Facteur

Y : Réponse

Y :Réponse estimée par le modéle
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Introduction générale

L’utilisation des huiles essentielles HES a évolué a travers les époques entre I’exploitation a
I’état brut des plantes, I’extraction comme substances odorantes (macération, infusion)...,
jusqu’a D’identification de leurs compositions, leurs effets biologiques, chimiques, et

biochimiques.

Les applications des HE dans la thérapie pendant la révolution industrielle ont pris une autre
dimension, en constituant une ére d’or pour les PAM. Notamment, 1’étude des propriétés
antimicrobiennes des HE qui fat repris par Chamberland en1887 et suivi par le terme
« aromathérapie » établi en 1928 par René-Maurice Gattefossé. Ce dernier a publié en 1931 son
1°" ouvrage décrivant les relations structure/activités des composants aromatiques et a codifié
les grandes propriétés des ardbmes naturels : antitoxique, antiseptique, calmante, stimulante,
tonifiante. Ainsi, I’intégration du terme chémotype par P. Franchomme vers les années 70, a

permis d’approfondir les travaux scientifiques et de mieux concevoir les différents effets des

HE [1].

Actuellement, le nombre darticles publiés sur lactivité antimicrobienne des plantes
médicinales dans la base scientifique PubMed de 1996 a 2017, dépasse les 3515 articles, dont
2455 concernent particulierement 1’activité antimicrobienne des HE. Outre cet intérét
scientifique que suscitent les HEs , elles présentent également un énorme intérét économique
sur le marché mondiale ou les échanges dépassent les 1000 M $[2]. Les pays en voie

développement sont les premiers fournisseurs.

Sur le plan international, le marché est réparti entre les pays soutenus par un marché intérieur
important, par une main d’ceuvre a faible cout, et par une base de recherche développée, tel
que I’inde la chine et I’'Indonésie, et ceux industrialisés assurant le tiers de la production
mondiale des HE, soutenus par la maitrise de la technologie et le développement et la recherche,
par ’agriculture intensive, et par les organisations professionnelles. Le Maroc est considéré
comme un pays disposant d’une biomasse abondante, ainsi qu’une main d’ceuvre a faible coft ;
Cependant, le niveau technologique scientifique et méme réglementaire demeure insuffisant
pour le développement du secteur [3]. L’USAID, estime la valeur des exportations marocaines
en HEs & 56 millions de Dhs en 2000 a 112,4 millions Dhs en 2003. Dans ces chiffres, les PAM

exportées sous forme de feuilles séchées ne considere que 5% pour utilisations thérapeutiques,



alors que 50% est destiné a 1’alimentation, et 34% est destiné pour la parfumerie, au cosmétique

et aux industries similaires.

La création de I’Institut national des plantes medicinales et aromatiques de Taounate, faisais
partie de la politique adoptée par le Maroc pour la bonne gestion, exploitation et valorisation
des PAM. L’institut avait plusieurs missions pour contribuer au développement de ce domaine,
a I’augmentation de la production des PAM et ses sous-produits, et a la sauvegarde de la

biodiversité végétale, ainsi que le controle de la qualité des produits[4].

Au Maroc de nombreuses plantes aromatiques et médicinales (PAM)s sont utilisées
traditionnellement dans plusieurs domaines médicaux, pharmacologiques,
cosmétologiques,...etc.

Compte tenu de cette richesse, la consécration d’une étude scientifique guidera 1’application
des PAM de maniére rationnelle dans différents domaines. Particuliérement, les HE reconnues
par leurs effets biologiques : antibactériens, antifongiques et antioxydants, et qui ont pu étre
largement utilisés en médecine et dans l'industrie alimentaire en tant que bio-agents versus les
composés synthétiques, qui font face aux problemes de résistance microbienne et de toxicité
des antioxydants commerciaux. En effet, les HE et leurs composants présentent des activités
prometteuses : contre de nombreux agents pathogénes d'origine alimentaire et les micro-
organismes d'altération lors des tests in vitro, ainsi que contre les radicaux libres qui traduit son
activité antioxydante. Cependant, dans les systemes d'alimentation, des concentrations plus
élevées des HE sont nécessaires pour exercer un effet antibactérien similaire a ceux obtenus
dans les essais in vitro. Dans le souci de d’optimisation de leurs pouvoir antimicrobien et
antioxydant, et pour éviter tout risque de toxicité du a la dose, I'utilisation de combinaisons
devient donc une bonne approche.

En général, plusieurs méthodes sont mises au point pour évaluer I’effet antimicrobien
combinatoire des HE. Cependant aucune d’elles n’est standardisée pour ce test.

Les plans de mélanges utilisés généralement pour la formulation, sont comme tous plans
d’expériences, visent a limiter le nombre d’expériences réalisées, dont les résultats attendus
peuvent étre modélisés mathématiquement et graphiquement. Par conséquent, ils permettent de
donner une vision générale sur le résultat de tout mélange possible en se basant sur des
statistiques qui visent a minimiser ’erreur totale pour valider le model étudié. C’est une
technique qui peut étre largement appliquée dans la formulation des HE, tout en adoptant une
méthode déja standardisée comme la détermination de la concentration minimale inhibitrice

(CMI) de chaque formulation, et apprécier par la suite leurs interactions produites.



De tout ce qui précede, nous présentons ce travail mené dans le cadre d’une thése de doctorat
réalisée au sein du laboratoire de I’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques.
Neuf plantes aromatiques ont été choisies : 1’Origanum compactum, 1’Origanum majorana, le
Pelargonium asperum, 1’Ormenis mixta, le Citrus aurantium, le Myrtus communis, I’Artemesia
herba-alba, la Mentha spicata, et le thymus serpyllum, dont I’optimisation de leurs propriétés
médicinales ne fera qu’exhausser leur valeur économique.

Le travail effectué dans ce sens, sera détaillé dans le manuscrit présent. Quatre axes vont faire
le socle de ce projet d’étude :

Le 1°" axe détaille, dans une revue bibliographique, les différentes connaissances liées aux HE,
de I’eccéité, la biosynthése, la toxicité...jusqu’aux différentes méthodes d’extraction. Ainsi, un
récapitulatif sur les HE et leurs composés concernant les propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes, et les différentes interactions des effets combinatoires seront décrites. Outre les
différentes méthodes d’évaluations des effets étudiés, et finalement un rappel théorique des
notions de base des plans d’expérience et des outils statistiques utilisés.

Le 2°™ axe décrit 1’étude établie a I’aide de la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse pour déterminer la composition chimique de chaque HE.

Le 3°M axe englobe la réalisation d’un criblage de I’activité antibactérienne et la détermination
de la CMI et la CMB.

Le 4°™ axe donnera une vue d'ensemble sur I'efficacité antibactérienne des combinaisons en se
basant sur la composition chimique de chaque HE, et en tirant parti de leurs effets additifs et
synergiques. Cet axe s’est réparti en deux parties :

v" Formulation binaire, établie a ’aide de la méthode de damier

v Formulation ternaire, établie a I’aide des plans d’expériences (plan de mélange)

Le 5™ axe détaillera le criblage antioxydant ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante
des combinaisons antibactériennes déja réalisées, dans le but de choisir la composition adéquate

pour un conservateur alimentaire ou pharmaceutique.
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I.  Généralités sur les huiles essentielles
1. Définition :
Plusieurs organismes et associations charges de la normalisation a travers le monde
s’intéressent a définir 1’eccéité des HES. En effet, la définition établit par ’AFNOR en 1998
est révisée par 1SO 9235 en 2013 est : « I’HE est le produit obtenu a partir d’une maticre
premiére d’origine végétale, soit par entrailnement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation «séche». L’HE est ensuite

séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » [5]

2. Taxonomie des plantes produisant les huiles essentielles
L’analyse de la flore vasculaire du Maroc basée sur un inventaire récent, faisant état de 155

familles, 981 genres, 3913 espéces, 426 sous-especes types (autonymes) et 872 sous-especes
additionnelles[6] Les plantes produisant les HE, appartiennent a environ 60 familles, les bien
connues sont les Apiaceae comme Petroselinum crispum et Coriandrum sativum ; les
Asteraceae comme Ormenis mixta et Leucanthemum vulgare ; les Lamiaceae comme origanum
compactum et thymus vulgaris ; les Myrtaceae Myrtus communis et Eucalyptus. Globulus ; et
les Rutaceae englobant les différents citrus [7]. Les rendements en HEs sont tres variables d'une
espece a l'autre. Ainsi, ils s’influencent selon la région et la période de récolte, comme par les

méthodes et les durées d’extraction.

3. Localisations des HE
Les HEs sont largement répandues dans le régne végétale, différent en teneur d’une famille a

une autre [8] [9], en localisation au niveau de 1’organe [10] [11], comme au niveau du tissu
sécreteur. En effet, les HEs sont synthétisées, accumulées et stockées dans des structures
histologiques bien déterminées. On peut les distinguer comme Asbahani et son equipe [12]. Des
tissus de sécrétion externes localisées a I’extérieur de la plante comme les papilles épidermiques
observées sur les petales de Rosa rugosa [13], les trichomes glandulaires observés chez les
feuilles de Mentha pepirita  [14]et les trichomes non-glandulaires observés chez
stachys ;lavandulifolia [15], [16]. Et des tissus de sécrétions internes situés a I’intérieur de la

plante comme les canaux sécréteurs observés chez les feuilles de pinus pinaster, les poches
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schizogénes observées sur les feuilles de Melaleuca alternifolia et d'eucalyptus globulus [1], et
les cellules sécrétrices intracellulaires observees chez Laurus nobilis [12].

4. Composition chimique et biosynthese des HE

4.1. Classification
Les HEs sont des mélanges complexes et variables de constituants, dont les plus abondants sont
les terpénes et les terpénoides, et les autres composés aromatiques et aliphatiques [17].

Les terpénes forment structurellement et fonctionnellement différentes classes. Ils sont
fabriqués a partir de combinaisons de plusieurs unités a base de 5 carbones (C5) appelées
isopréne. De ce fait, une classification rationnelle, établie suivant le nombre d'unités
isopréniques qu’ils contiennent est faisable. Ainsi on distingue les hémiterpénes (CS5), les
monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les sesterpénes (C25), les
triterpénes (C30), les caroténoides (C40) et les polyisoprénes (Cn)[18].

4.2. Biosynthése d’isopréne
L’origine biosynthétique de I’isoprene s’est affirmé par plusieurs auteurs. En effet, deux voies

de biosynthése conduisent aux unités isopréniques : voie de mévalonate, ou voie de MEP
methylerythritol phosphate (2-C-méthyl-D-érythritol 4- phosphate).

4.2.1. Lavoie du mévalonate
La premiére étape de la voie du mévalonate commence par la condensation de trois unités

d’acétyle-CoA en 3-hydroxylmethyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA), sous I’effet de deux enzymes :
I’acétoacétyl-CoA thiolase (ACTT) et le HMG-CoA réductase, sous I’effet du HMG-CoA
réductase le HMG-CoA est réduit en mévalonate, ce dernier subi une phosphorylation sous
I’action du mévalonate Kinase, pour produire le mévalonate 5-phosphate qui subira une
deuxieme phosphorylation produisant le meévalonate 5-diphosphate, qui, par une
décarboxylation assuré par diphosphomévalonate décarboxylase, conduit a la formation de
I’isopentényl diphosphate (IPP), produisant sous effet de IPP isomérase son isomere le

diméthylallyle diphosphate (DMAPP).
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Figure 1 : Biosynthése d’isopréne : La voie du mévalonate

4.2.2. Lavoie du MEP
Par une réaction de transcétolase, le glucose produit deux métabolites appelés le glycéraldéhyde

3-phosphate et le pyruvate qui se condensent pour donner le 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate
(DXP), sous I’effet du DXP synthase et la thiamine diphosphate. Une série de métabolites
intermédiaires se forme pour aboutir a I’'IPP et au DMAPP, le 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-
méthyl-D-érythriol, le 2-phospho-4-(cytidine 5’-diphospho)-2- méthyl-D-érythriol, le 2-C-
méthyl-D-érythriol 2,4 cyclophosphate, et le (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl.
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Figure 2 Biosynthese d'isopréne : La voie du MEP

4.3. Biosynthése de terpénoides

Des chaines hydrocarbonées obtenues par juxtaposition "téte a queue™ des unités isopréniques

IPP et de son isomére DMAPP, ou par juxtaposition "téte-a-téte" de deux DMAPP donnent

naissance respectivement, aux terpenes réguliers et aux terpénes irréguliers [1]. Ces chaines

peuvent ; par la suite ; perdre, ou acquérir des liaisons éthyléniques par hydrogénation ou

déshydrogénation, comme ils peuvent subir une déphosphorylation, une oxygénation... pour

aboutir aux formes connues des différents terpénes Figure (3).
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Figure 3 : Biosynthése générale des terpénoides[1]

Il.  Paramétres Influencant le profil chimique des HE des plantes aromatiques

La composition chimique d’une HE se défini selon le profil obtenu du couplage de la
chromatographie gazeuse avec la spectrométrie de masse (GC-MS), il est courant d'identifier
plusieurs dizaines ou méme des centaines de composants dans la méme HE. Néanmoins,
certaines HE ne contiennent que peu de composés qui déterminent leurs propriétés aromatiques,
méme si leurs contenus sont faibles. La composition chimique de chaque HE peut étre

influencée par la variabilité de plusieurs facteurs intrinseques :Origine botanique [19], organe
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extrait [10] , cycle végétal [20], et d’autres facteurs extrinséques : facteurs écologiques [21],
extraction[22], stockage et conditionnement [23].

I11.  Toxicité des huiles essentielles

La qualification d’un produit de toxique n’est pas toujours évidente, mais tout produit a effet
négatif est défini par 1’agence de protection d’environnement comme «tout changement
biochimique, physiologique, anatomique, pathologique, et / ou un changement de
comportement qui se traduit par une déficience fonctionnelle qui peut affecter la performance
de lI'ensemble de I'organisme ou de réduire la capacité de l'organisme a réagir a un défi

supplémentaire ».

Toutefois, la toxicité est une propriét¢é a double tranchant, dont 1’aspect négatif est
généralement connu et représenté chez les HE par la dermotoxicité (irritation, allergies
brulures), la toxicité orale induisant 1’hépatotoxicité, la néphrotoxicité, et la neurotoxicité, et
la toxicité par inhalation menant souvent a une toxicité pulmonaire [2]. Cependant, I’aspect

positif est surtout reflété dans I’effet pesticide des HE : bactéricide, fongicide, insecticide...

Plusieurs mécanismes ont été développés pour décrire la toxicité des HE : cytotoxicité due a la
nature lipophile des HE qui, chez les eucaryotes, provoque la dépolarisation de la membrane
mitochondriale, affecte le cycle ionique du Ca+, ainsi que d'autres canaux ioniques et réduit le
gradient de pH [17]. Et chez les bactéries, perturbe et perméabilise la membrane cytoplasmique,
ce qui engendre la perte d'ions et la réduction du potentiel de la membrane, I'effondrement de
la pompe a protons, appauvrissement en ATP, et fuite des macromolécules[24] [25].
Spécialement les phénols, qui ont montré qu’a petites doses, peuvent affecter les enzymes
associés a la production des énergies, et a haute doses, peuvent dénaturer les protéines. Ils
peuvent également interférer avec la fonction de la membrane et interagir avec les protéines

membranaires, ce qui provoque une déformation de la structure et de la fonctionnalité [26].

Les réactions de toxicité sont généralement dose-dépendantes, des doses qui différent suivant
la voie d’application [27], [28], et qui engendrent des intoxications graves juste a la suite
d'ingestion orale d'une quantité de huile beaucoup plus élevees que la dose therapeutique [31].

La composition chimique complexe des HE rend difficile 1’analyse de leur toxicité, pour cela,

plusieurs études ont concédé de lier cet effet a I’abondance des composés démontrés toxiques.
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Geénéralement, les composés majoritaire des HE, surtout celles riches en phénols (carvacrol,
thymol) ; aldéhydes (cinnamaldéhyde), et terpenes oxygénés (cétones, éthers...), sont qualifiés
responsables de 1’effet bactériostatique ou bactéricide [17], [29], [30]. Cette toxicité vis-a-vis
les bactéries est amplement recherchées, ainsi, beaucoup de chercheurs essaient de I’amplifi¢e
par mélange, surtout que les terpenes sont avérés capables d’accroitre I'effet antibactérien de
certaines molécules pures comme des antibiotiques[31], ou des extraits de plantes[32], et méme

celui des autres huiles [33].

Chez I’homme, I’ingestion des terpenes comme le limonéne entraine la diarrhée et la
protéinurie ; et des troubles digestifs et des irritation de la peau et des muqueuses oculaires une
fois exposé a la vapeur [34]. Autres plantes riches en 1,8 cineole, pulégone, camphre,
développent les convulsions chez I’homme[35]. Ainsi la richesse de 1’absinthe, et le Plectranthe
en sabinyle acétate induit la foetotoxicité [28], [36]. Cependant, la combinaison de 1’acétate de
linalyle, le terpineol et le camphre de la sauge libanaise (S. fruticosa) a provoqué une inhibition
synergique de la croissance de deux lignées de cellules du cancer du c6lon humain, alors que,
individuellement, ils sont dépourvu de cet effet [37]. Comme parfois un composé peu avoir un
effet antagoniste comme 1’eugénol et le D-limoneéne qui inhibe I’effet du cinnamaldéhyde

causant 1’urticaire [38]

IV. Procédes d’extraction des HE

1. Méthodes conventionnelles :

Les méthodes adoptées pour I’extraction des HE sont liées a plusieurs facteurs : le solvant utilisé
pour I’extraction (Eau, solvant organique...) ; la phase du solvant (liquide, gaz, supercritique)
; état de la plante a extraire (broyée, entiére...) ; I’énergie transmise pendant 1’extraction

(chaleur, onde...), on en cite :

1.1. Extraction par entrainement a la vapeur
e Distillation par entrainement a la vapeur : La matiere végétale doit étre soumise a un

entrainement de la vapeur d’eau du bas en haut, sans étre macérée dans 1’eau [39] [40].

e Hydro-distillation : La matiére végétale est émergée dans I’eau, HE est entrainé avec la
vapeur d’eau apres ¢ébullition.

e Hydro-diffusion : La matiére végétale doit étre soumise a un entrainement de la vapeur

d’eau du haut en bas, sans étre macérée dans 1’eau [5].
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e Turbo-distillation : La matiere vegétale subit une agitation considérable avec cisaillement
et effet destructeur, en réduisant 1’énergie, la consommation d’eau pendant I’ébullition et
le refroidissement utilisé en hydro-distillation. Permet d’extraire aussi les HE des épices et
du bois difficile a extraire

e Extraction a distillation simultanée (Simultaneous distillation extraction)
I’hydrodistillation ou distillation a vapeur est combinée avec I’extraction au solvant qui est
fréqguemment utilisé pour I'isolement de composés volatils a partir de plantes portant HE.

Le solvant utilisé doit étre insoluble dans I'eau et d'une grande pureté[5] [41].

1.2. Expression a froid :
Ce procédé mécanique est basé sur la machine en serrant les péricarpes d'agrumes a la

température ambiante[42].
2. Autres méthodes innovantes

2.1. La technique de désorption thermique directe :
Une méthode trés utilisée pour I’extraction des composés volatiles qui ne sont pas rapportés par
extraction liquide-liquide. Le systéme DTD permet 1’analyse des molécules prélevées sur des
tubes adsorbants constitués souvent de polyméres organiques, dont le plus thermiquement
stable est le TENAX]43].

2.2. Extraction par sonication
Les cellules du matériel végétal sont éclatées par des ultra-sons, ¢’est une extraction qui vise
I’optimisation du rendement avec réduction d’énergie et de temps, les HE obtenues montrent la

moindre dégradation thermique avec haute qualité et bonne saveur[44]

2.3. Extraction assistée par micro-onde
Micro-ondes est une source de chaleur sans contact qui peut réaliser un chauffage plus efficace
et plus sélective, avec eau solvant ou seche, la distillation peut étre terminé en quelques minutes

au lieu de quelques heures [45].

2.4. Extraction assistée par champ électrique pulsé
Appellée aussi “Pulsed electric field assisted extraction”. Cette technique utilise des impulsions

courtes a haute tension afin de créer une électro-compression, ce qui éventre et perfore les
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cellules végétales. La chambre de traitement est constituée d'au moins deux électrodes avec une

région isolante entre les deux[5].

2.5. Extraction par pression instantanée controlée
Le processus DIC est une technique d'extraction-séparation directe. Il permet aux composes
volatils d’étre éliminés par évaporation pendant une courte période a haute température haute

pression, ce qui assure une économie d’énergie, de temps, et une haute qualité[46].

2.6. Extraction par fluide supercritique (ESF)
Plusieurs gaz en phase supercritique comme le dioxyde de carbone (Tc= 31 °C, Pc= 74 bars) ;
I’eau(Tc = 374 °C, Pc = 227 bars), ’ammoniac (Tc = 132 °C, Pc = 115 bars) ; le méthanol (Tc
= 240 °C, Pc = 79 bars) et I’éther éthylique (Tc = 194 °C, Pc = 36 bars) sont utilisés pour
I’extraction des HE[5][42][44], dont les plus utilisés sont :

e Extraction par CO2 supercritique (Supercritical fluid extraction): Le matériel vegeétal est
placé dans un extracteur avec un flux de CO a I'état supercritique, la nature lipophile du
CO. comme solvant, avec le fort coefficient de diffusion assure une bonne diffusion, et la
forte densité allant de gaz au liquide dote de la capacité du transport et de l'extraction
majeur. Les extraits fluides porteurs passent a travers la phase gazeuse. Les extraits sont
ensuite sépares et collectés.

e Extraction par eau supercritique : Dans ce cas I’eau utilisée est chaude, et elle est entre sa
température d’¢ébullition (100°C) et le point critique (374,1°C), la pression maintenue I’eau
sous sa forme liquide, ce qui diminue sa polarité, ce qui permet I'extraction de molécules

moyennement polaires et non polaires.

2.7. Distillation destructive
La matiere végeétale subit un processus de destruction sous la chaleur intense. Une huile

typique, coriace et empyreumatique est obtenue [47].

3. Etude comparative des méthodes d’extraction des HE
Plusieurs méthodes d’extraction ont ét¢ avérées utiles pour 1’obtention des HES, ainsi, plusieurs
comparaisons ont été établies pour vérifier leur efficacité, de point de vue économie d’énergie,

rapidité de traitement, qualité des huiles, impact sur I’environnement etc...
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La DEV a été qualifiée la plus adéquate pour I’extraction du I-menthol, menthone, et
I’eucalyptol de la menthe poivrée en la comparant avec I’extraction par eau surchauffée, et
extraction par ESF [48]. Ainsi, la comparaison de la DEV et I’ESF pour I’extraction de Zingiber
corallinum, a révélé deux compositions chimiques avec moins de composés dans la
premiere[49]. L’extraction de Ziziphora taurica par entrainement a la vapeur, par eau
surchauffée, et par DTD, a montré que I’entrainement a la vapeur était rentable en quantité de

I’huile, pendant que le DTD était rentable en nombre de molécules extraites [50].

L’obtention de I’HE d’Inula helenium par hydrodistillation a été comparée a celle par co-
hydrodistillation a I’Ethyl heptanoate, cette derniére a été plus rentable en quantité et en nombre
de compose revélé par la CG/MS[51]. ’HE de Rosmarinus officinalis L obtenue par
hydrodistillation a été comparé par S. Karakaya et al [52] a celle obtenue par extraction assistée
par micro-onde, les deux mode d’extraction ont donné le méme rendement, pendant que
I’extraction par micro-onde possedait la meilleur activité antioxydante et antibactérienne. La
méme comparaison a été portée par M. H. S. Sourmaghi et al [53] sur Coriandrum sativum L,
ou Le montant total des hydrocarbures mono-terpéniques obtenus par hydrodistillation était
significativement supérieur, avec obtention d’HE a effet antibactérien considerable versus celle
obtenue par micro-onde. Toutefois, ’extraction par micro-onde était meilleure en termes
d'économie d'énergie et en temps d'extraction, bien que le rendement de I'huile et de la

composition totale diminue en utilisant cette méthode.

V. Pouvoir antibactérien des HEs

1. L’activité antibactérienne des HEs et leurs composés
Les plantes ont la capacité de synthétiser un nombre illimité de métabolites secondaires
aromatiques capable d’assurer leur protection contre les bactéries et les champignons, dont la

plupart sont des phénols ou leurs dérivés oxygénés [17].

Les recherches axées sur les plantes médicinales ont conduit a la détermination de plusieurs HE
a effet antibactérien, ainsi qu’a l'isolement et 1'identification d'un large éventail de composés
avec une diversité structurelle avec une activité antibactérienne potentiel. La plupart des études
ayant expliqué I’effet antibactérien des HE ont été basées principalement sur le chémotype [54].
En effet, plusieurs plantes comme le thym, 1’origan a carvacrol ou a thymol ont inhibé la

croissance de différentes souches bactériennes et fongiques, ainsi que I’HE de Syzygium
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aromaticum et de Cinnamomum verum & eugenol, de concentration respectivement de 76.4—
84.8% et 68.6-87.0%. Autres huiles a linalool comme Coriandrum sativum 59.0-87.5%

Cinnamomum camphora 66.7-90.6% sont considérées des huiles a effet antibactérien [55].

Geénéralement, les études ont rapporté que les HE contenant des aldéhydes ou des phénols tels
que le cinnamaldéhyde, le citral, le carvacrol, le géraniol le thymol ou I'eugénol[56]-[59], suivie
par des HE a alcools terpéniques sont dotées d’un pertinent effet antibactérien. Cependant, les
HE contenant des cétones ou des esters, tels que les B-myrcéne, a-thujone ou l'acétate de
géranyle avaient une activité beaucoup plus faible. Tandis que les huiles volatiles contenant des

hydrocarbures terpéniques étaient généralement inactives[17].
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Figure 4: Terpénes antibactériens
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2. Techniques d’étude du pouvoir antibactérien des HEs

En science biologique, le test de sensibilité aux antibactériens garde son aspect technique, ou
la différenciation des méthodes employées par plusieurs chercheurs méne a des résultats
distincts. En effet, chacune des méthodes adoptées pour ce test, a ses pratiques
spécifiques concernant la nature du milieu (solide, liquide...), la nature d’émulsifiant de
I’antimicrobien (solvant, agar...), la nature du germe (Champignon, bactérie...). Certaines de

ces méthodes sont utilisées pour 1’évaluation des HE, on en cite :

2.1. Méthodes de diffusion

e Diffusion sur disc

La méthode de diffusion sur disques d’agar du test antimicrobien a été développée en 1940 [60].
La procédure qui a été acceptée par le NCCLS et largement utilisée pour les extraits de plante
et les HE pour cribler leur activité antibactérienne par plusieurs chercheurs [61], [62]. Cette
méthode vise a imprégner des disques de papier filtre stérilisés avec ’HE pure ou émulsifiée
a une concentration souhaitée, et les laisser diffuser sur la surface d'un milieu gélose solide
approprié comme Mueller Hinton [63], gélose de soja tryptone ou gélose nutritive [64]. Les
milieux doivent etre pré-inoculés avec un inoculum de référence de 108 UFC/mL, qui est égale
a 0,5 McFarland [65]. L'incubation est ensuite réalisée dans les conditions optimales du germe

testé.
e Diffusion en puits

Le principe de la diffusion en puits est similaire a celui sur disque. Une concentration de
I'inoculum standardisé a volume fixe est répartie uniformément sur la surface de plaque de
gélose. Un trou qui varie de 6 a 8 mm de diamétre est perforé de fagon aseptique avec un
bouchon de pyrale stérile dans le milieu. Un volume fixe de I'HE est ensuite introduit dans le

puits ennuyé, puis les boites sont incubées dans les conditions optimales du germe testé [66].

Ces deux méthodes ne sont pas standardisées et moins adaptées pour 1’étude de ’activité

antifongique. Cependant elles peuvent étre utilisées pour des tests de criblage.
e Test de germination des spores

L'activité antifongique des HE peut étre évaluée par dosage de la germination des spores [67].

Ou a la fin de la période d'incubation, les spores germées sont observées en utilisant un
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microscope optique. L'étendue de la germination des spores est évaluée en recherchant la
présence des tubes germinatifs. Les résultats sont exprimés en termes de pourcentage de spores

germées par rapport au control a partir de la moyenne des trois répétitions.

e Détermination de Il'inhibition de croissance fongique par la technique d'incorporation

dans le milieu de culture

A partir d’une vieille culture fongique, des plots sont perforés de fagon aseptique avec un perce-
bouchon stérile. Les disques fongiques sont ensuite mis sur plaques gélosées, et déja
imprégnées d'HE a une température de 45 - 50 ° C. Les plaques sont ensuite incubées a
température 26 = 1 ° C pour les champignons. Diamétre de la colonie est enregistré par mesure
des deux cercles opposés de la croissance de la colonie [68], [69]. Le pourcentage d'inhibition
de la croissance du mycélium est évalué en comparant le diamétre de la colonie de la plaque a

huile et la plaque avec de I'eau distillée.
e Bioautographie

C’est une variante de la méthode de diffusion sur gélose ou l'analyte est adsorbé sur une plaque
de Chromatographie sur couche mince. La bioautographie est également utilisée comme une
technique de criblage de substance phytochimique préliminaire, par bio-guidage a I’aide de

fractionnement, pour détecter des composants actifs

2.2. Méthodes de dilution
Le principe de la dilution soit en micro-titrage ou macrodilution en milieu liquide permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un grand nombre d'échantillons
d'essai. La CMI en microbiologie est la plus faible concentration d'agents antimicrobiens qui
inhibent la croissance de micro-organismes visible aprés incubation pendant une nuit. Elle est
définie par la différence logarithmique de décroissance de la population (log DP). Le Log DP

est exprimé suivant 1’équation suivante :
log DP:1 N ) = logN — logN0
og DP:log ( ~o,) = log og

N est la population apres une incubation de 24h, et NO et la population initiale, la CMI est

définie par la plus faible concentration qui peut maintenir ou réduire la viabilité de I’inoculum



Partie | : Revue bibliographique

(log DP <0). La concentration minimale bactéricide (CMB) est définie comme la concentration
qui tue 99.9% ou plus de la population initiale (Log DP<-3) [70].

2.3. Effet antibactérien combinatoire des HE
Les HEs sont parmi les produits naturels reconnus par leurs propriétés thérapeutiques
antibactériennes. En effet, les HE et leurs composants montraient des activités prometteuses
contre de nombreux agents pathogénes lors des tests in vitro. Cependant, dans la conservation
alimentaire ou pharmaceutique, des concentrations plus élevées sont utilisées pour assurer le
méme effet obtenu dans les essais in vitro [71], [72]. En revanche, I'utilisation de combinaisons
d'HE ou de leurs composants isolés est une approche efficiente adoptées par plusieurs
chercheurs, et qui permet d’augmenter 1’efficacité conservatrice des HE, en tirant avantage de

leurs effets additifs et synergiques.

2.4. Interactions entre les HE et entre leurs composeés
Différents composants de terpénes d’HE peuvent interagir pour réduire ou augmenter
I'efficacité antimicrobienne. L'interaction entre les composés peut produire quatre types
possibles d’effets : additif, antagoniste, synergique ou indifférent. Un effet additif est observé
lorsque I'effet combiné est égale a la somme des effets individuels. L'antagonisme est observé
lorsque I’effet des deux composés est moindre quand ils sont associés, inversement s’ils sont
appliqueés individuellement. La synergie est observée lorsque I'effet des substances combinées
est supérieur a la somme des effets individuels tandis que I'absence d'interaction est définie
comme indifférence[29]. Ces interactions entre les HE peuvent se produire dépendamment de
plusieurs facteurs : la configuration chimique des composants, leurs interactions intrinséques
dans la méme huile, les proportions dans lesquelles elles sont présentes, ainsi que les souches

microbiennes étudiées [73].

Plusieurs combinaisons d’HE ont été testées, et ont montré différentes interactions, dont 1’effet
antimicrobien produit n’a pas pu étre négligé par les différents chercheurs de ce domaine, et

plusieurs combinaisons ont été mises en valeur.

Par ailleurs, les monoterpenes et les phénylpropanoides (montrant généralement de fortes
activités antimicrobiennes) ont été testés en combinaison avec d’autres composés, et ont prouveé
leur capacité d’interagir en synergie avec ces derniers [30], en fait, la plupart des études ont été

portées sur l'interaction de monoterpénes phénoliques (thymol, carvacrol) et phénylpropanoides
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(eugenol) avec d'autres groupes de composants, en particulier avec dautres phénols,
phénylpropanoides et monoterpenes alcools, tandis que les monoterpenes et sesquiterpenes

hydrocarbures ont été moins étudiés, Tableau(1).

Certaines études ont conclu que les HE entiéres avaient une activité antibactérienne supérieure
a celle des principaux composants [74] ce qui suggére que les composants mineurs sont
critiques pour l'activité et peuvent avoir un effet synergique potentiel. Ce qui a mené plusieurs

études a évaluer les combinaisons entre les HE entiére.

Tableau 1 Interactions antimicrobiennes des combinaisons des HEs, et de leurs

composés, contre plusieurs micro-organismes

Combinaisons Souches méthode Interactions Références
bactériennes

O.vulgare/Rosamarinus L. monocytogenes Damier Synergie Azeredo et al [75]
officinalis Y. enterocolitica Synergie
A. hydrophilla Synergie
P. fluorescens Addition
O.vulgare/O. majorana B. cereus Damier Addition Guttierrez et al [76]
E. coli

P. aeruginosa

O.vulgare/T. vulgaris B. cereus
O.vulgare/R. officinalis

O.vulgare/M. officinalis

O. vulgare/S. triloba

O.vulgare/O. basilicum

O. basilicum /O. majorana L. monocytogenes

O. basilicum/ T. vulgaris

R. officinalis/O. majorana

R. officinalis/T. vulgaris

S. triloba/O. majorana

S. triloba/T. vulgaris
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L. multiflora/M. piperita . aureus Damier Addition Bassolé et al [77]
. faecalis Synergie
. monocytogenes Synergie
. coli Synergie
. enterica Indifférence
. typhimurium Synergie
. dysenteria indifférence
L. multiflora/ O. basilicum . aureus Indifférence
. faecalis Synergie
. monocytogenes
. coli
. enterica
. typhimurium
. dysenteria
M. piperita/ O. basilicum . aureus Synergie
. faecalis Synergie
. monocytogenes Synergie
. coli Synergie
. enterica Indifférence
. typhimurium Addition
. dysenteria synergie
Thymol/carvacrol . aureus Mélange Addition Lambert et al [25]
. aeruginosa
. aureus Damier Antagonisme Gallucci et al [78]
. cereus
.coli
. coli Damier Synergie Pei et al [70]
Carvacrol/eugénol .coli Damier Synergie
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S. aureus Damier Antagonisme Gallucci et al [78]
B. cereus
E. coli
Thymol/eugénol E. coli Damier Synergisme Pei et al [70]
Thymaol/menthol S. aureus Damier Antagonisme Gallucci et al [78]
B. cereus Synergie
E. coli Antagonisme
Eugénol/menthol S. aureus Damier Indifférence
B. cereus
E. coli
Carvacrol/cinnamaldéhyde E. coli Damier Addition Pei et al [70]
Synergie
Thymol /cinnamaldéhyde
Synergie
Eugénol/ cinnamaldéhyde
Aromadendréne/ 1,8 cinéol S. aureus Damier Addition/synerg Mulyaningsih et al
ie [79]
MRSA
Addition/synerg
B. subtilis ie
S. pyogenes Addition/synerg
ie
Addition/synerg
ie
Linalool/a-pinene S. cerevisiae Damier Addition Tserennadmid et al
[80]
Limonéne/ a-pinéne Synergie

Terpinén-4-ol/ a-pineéne

Linalool/Terpinén-4-ol

Indifférence

Addition

2.5. Méthodes d’évaluation du pouvoir antimicrobien combinatoire

La détermination de ’ensemble des effets antimicrobiens combinatoires, et 1’explication des

différentes interactions pouvant se produire, se basent sur des techniques distinctes. Damier, et

la cinétique de I'effet bactéricide (Time-kill) sont les plus utilisés [81]. Ces procédés ont été mis

au point pour la détection de la synergie entre les HE, cependant il n'y a aucune méthode

normalisée développée pour évaluer ce type d’interaction.
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e La méthode de Damier (checkerboard)

La méthode du Damier, qui se base sur la microdilution, nécessite la détermination de la
concentration inhibitrice fractionnaire (CIF). La CIF d'un facteur A est la concentration
bactéricide lorsqu'il est utilise en combinaison avec un autre agent B, divisée par la
concentration minimale inhibitrice du facteur A utilisé seul, qui méne au calcul de l'indice de
CIF, qui est la somme des CIF des deux facteurs A et B en combinaison, et qui définit la nature
de leur interaction [77], [82], [83].

Z ICIF = CIF(A) + CIF(B) Eq:1
D’ou
CIF (A) = CMI (A) en combination Ea:2
B CIM (A) seul T
Et

CIF (B) = CMI (B) en combination Ea:3
B cmi (B) seule T

Les valeurs de l'indice CIF différent suivant les auteurs, tableau(2), ce qui rend difficile la

comparaison entre les études.

Tableau 2 : Indice de CIF adopté par différents auteurs

Indice de CIF Références
Synergie additivité Indifférence Antagonisme

<0.5 0,5-2 - >4 Basri et al[83]
<0.5 - 0.5-4 >4 Yap et al [84]
<0.9 0.9-1.1 >1.1 Patrone et al[85]
<0.5 0.5-1 1-4 >4 Gutierrez et al [71]
<1 =1 1-2 >2 Pei et al[70]

<0.5 0.5-4 - >4 De Azeredo et al [75]
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La détermination par I’effet de la combinaison (EC), est une autre valeur utilisée par d’autre
auteurs [70], et qui permet de déterminer le type d’interaction dans le mélange en se basant sur

les principes suivants :

v’ Suivant la définition de diminution de la population, il a été conclu que seulement
lorsque DP <0,1 (log DP <-1) que les combinaisons des différents réactifs ont une
activité antibactérienne significative.

v" Quand il n'y a pas de différence significative (ANOVA) entre I'activité antibactérienne
de la combinaison des composants individuels, cela signifiait que la combinaison est
efficace.

v La synergie est définie comme une diminution de 2log d'unités formant colonie dans le
groupe de la combinaison de médicaments par rapport a I'agent unique le plus efficace
alafinde24h

e Méthode de Cinétique de I'effet bactéricide (Time-kill method) :

Cette méthode se base sur 1’établissement d’une étude de la cinétique de la croissance
bactérienne censée étre inhibée par la présence d’un agent bactéricide. Différentes
concentrations de mélanges d’HE peuvent étre testées. Un comptage est effectué pour chaque
boite aprés des intervalles de temps pour décrire le développement de la croissance
bactérienne[79][86].

V1.  Pouvoir antioxydant des HEs

1. Effet oxydant/antioxydant

Les radicaux libres sont les principaux produits de 1’oxydation, ils représentent des especes
chimiques réactives qui possédent un électron non apparié sur l'orbite externe, et a la fois stables
dans leur forme[87]. La réaction d'oxydation dans le corps et dans les denrées alimentaires a
été largement reconnue. Elle peut engendrer la dégradation de différents substrats a oxygéne,

les acides gras polyinsaturés, les phospholipides, le cholestérol, les lipides et I’ADN.

Les principales especes réactives de l'oxygéne et de l'azote a connaitre sont : L'anion
superoxyde (O2"), radical peroxyle, le radical hydroxyle (OH"), le peroxyde d'hydrogene(H20>),
oxygene singulet (1/2 O2), peroxynitrite (ONOO™)[88], I'oxyde nitrique. Ainsi que l'azote, le

fer, le cuivre, et les dérivés de soufre sont également rencontres[87].
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Le contrble de I'oxydation, dans les différents domaines, est base sur l'utilisation d'antioxydants,
qui sont par definition, des composés susceptibles de ralentir ou retarder I'oxydation d'un
matériau oxydable, méme lorsqu'il est utilisé en quantité trés faible (<1%, généralement de 1 a

1000 mg / L) par rapport a la quantité de matiere qu'ils doivent protéger [89].

Les antioxydants sont classés en deux catégories suivant leur mécanisme d’action. Les
préventifs, agissent par trois différents mécanismes, la diminution de la concentration
d’oxygene ; la prévention des chaines d’initiation par piégeage des radicaux initiateurs ; ou par
blocage des ions métaliques pour ne pas générer des espéces des hydroxyles, des ferryl Fe?*'Fe3*
/02, et/ou décomposer les peroxydes lipidiques a des radicaux de peroxyles ou alkoxyles.
Cependant, les primaires, réagissent par deux mécanismes, par la décomposition des peroxydes
par leur conversion a des produits non-radicalaires ; ou par rupture des chaines réactionnelles,

en piégeant les radicaux intermédiaires, et empécher 1’abstraction d'hydrogéne continue [88].

2. Activité antioxydante des HE et leurs composes

Les antioxydants présents dans les PAM sont nombreux, et plusieurs études ont été consacrees
a démontrer leur capacité antioxydante et celle de leurs HE. En effet, les PAM qui générent par
photosynthese leurs énergies a 1’aide des UV, générent des molécules pour se protéger de la

photo-oxydation et s’adaptent pour éliminer efficacement les radicaux libres[90].

Jusqu’a présent, les composés phénoliques sont considérés comme les antioxydants les plus
efficients grace a leur haute réactivité avec les radicaux peroxyles. En effet, le thymol, le
carvacrol, et ’eugénol ont pu étre intégrés dans le systeme alimentaire et la médecine
complémentaire [89]. Ainsi, benzyle alcool, 1,8 cinéol, (-)-menthol, (6R)-(+)-menthofurane, (-
)-methyl acétate, methyl salicylate, et thymoquinone [36] ont été rapportés comme des terpenes
antioxydants. Certains aldéhydes insaturés, y compris (E)-cinnamaldehyde, citral,
périllaldéhyde et safranal, induit la production de la thiorédoxine qui est un antioxydant produit
par le corps humain , et qui régule les processus redox cellulaires[91]. D’autre terpénoides ayant
une structure de cyclohexadiéne, tels que y-terpinéne, et a-phellandrene agissent comme
antioxydant grace a leur auto-oxydation. Alors que 1’auto-oxydation qu’autres terpénes comme

le a-pinéne ne génére aucune protection antioxydante [89].
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En général, I’activité antioxydante des HE peut étre expliquée par I’effet de ses composés
majoritaires. Ainsi peut étre le résultat d'interactions complexes entre la totalité des composants,

ou aussi leur interaction avec la matiere oxydable a protéger[89].

3. Méthodes d’évaluation d’activité antioxydante
Les méthodes ayant servi a I’évaluation de 1’activité antioxydante, suivent différentes stratégies

analytiques, comme la mesure du taux de reaction, de la phase de latence, de la fréquence

intégrée, ou encore de la mesure a un point de temps fixe [92].

L’activité antioxydante peut s’expliquer par différentes interventions mécaniques par
1)Piégeage des radicaux libres ;2) décomposition catalytique, 3)suppression des pro-oxydants,
4)mesure du taux de balayage,5) la sélectivité du milieu ou du substrat,6)I’efficacité de la

concentration, ou encore par 1’effet synergique avec d’autres antioxydants [92].
Les tests les plus utilisés pour la mesure de 1’activité antioxydante sont nombreux, on en cite :

3.1. Mesure des radicaux libres
Cette approche vise a mesurer la capacité antioxydante en mesurant la capacité a piéger les

radicaux libres. Plusieurs types de radicaux existent : radical hydroxyle, radical superoxyde et
radical oxyde nitrique (DPPH, ABTS+...). Le changement de couleur est mesuré par une

lecture d’absorbance qui sert a quantifié I’effet antioxydant [93].

3.2. p-carotene
Ce test consiste a mesurer la décroissance de 'absorption a 470 nm due a la B-caroténe sous un

flux de radicaux libres générés par I'oxydation spontanée de I'acide linoléique a la température
de I'essai (50 ° C), en présence ou en I'absence d'antioxydants[94], dont la présence peut réduire
la perte et par conséquent la décoloration du -caroténe pendant son oxydation couplée a celle

de I'acide linoléique dans le systéme aqueux émulsionné[95].

3.3. Test de FRAP
Cette méthode est basée sur la réduction des ions du complexe ferrique, du Fe3*

tripyridyltriazine Fe (TPTZ) 3" au Fe (TPTZ) 2* bleu foncé dans un milieu acide aprés I’ajout

de I’antioxydant, le changement de couleur est mesuré par spectrophotométrie a 593nm [96].

3.4. Dosage des substances réactives a l'acide thiobarbiturique
Ce procédé mesure la Malondialdéhyde MDA formé comme produit de scission d'un

endoperoxyde des acides gras insaturés résultant de I'oxydation d'un substrat lipidique. Le MDA
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est mis a réagir avec l'acide thiobarbiturique pour former un pigment rose, dont

I’intensité est mesurée par spectrophotometre & son maximum d‘absorption a 532-535 nm.

3.5. Mesure d'hexanal et des produits finis liés
Ce test se base sur le principe que les produits primaires de I’oxydation des lipides se

décomposent pour donner toute un mélange d’époxydes, cétones, hydrocarbones, et aldéhydes
saturés et insaturés comme I’hexanal, et la mesure de ces produits finaux est réalisée
usuellement par CG/MS[92][97].

3.6. TRAP (total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter)
Ce test se base sur la mesure de la consommation d'oxygéne au cours d'une réaction d'oxydation

des lipides induite régulée par décomposition thermique de 2,2-Azobis (2-amidinopropane)
hydrochloride. Les resultas sont exprimeés en nombre de millimoles de radicaux peroxyle piégés
par 1 litre de plasma. La mesure du TRAP sérum est basée sur la détermination de la durée
pendant laquelle le sérum d'un sujet est capable de résister a I'oxydation induite artificiellement
suivie en surveillant la consommation d'oxygéne dans une cellule d'électrode a oxygéne

thermostaté lors de I'oxydation du linoléate par les radicaux libres[92].

3.7. Le test de stabilité accélérée
I1 est porté sur les lipides comestibles, suite a I’action de la lumiere ou le rayonnement UV, ou

par exposition a des températures élevées, dont I’impact sur le taux d'oxydation des lipides
permet une meilleure analyse en termes d'énergie d'activation globale [98]. Le point final est
déterminé par la mesure soit de la conductivité, soit la valeur du peroxyde ou les conjugaisons
diene[92].

3.8. Dosage de Phycoerythyrin
Les dérivés des algues rouges : le B-phycoerythrin et le R-phycoerythrin reconnus par leur haute

fluorescence, construit la base de ce test, ou ils sont utilisé comme cible des radicaux peroxyle
libres générés du 2,2°-Azobis (2-amidinopropane) hydrochloride et qui les dépourvoit de leur
fluorescence en absence de I’antioxydant. Ainsi, pour les radicaux hydroxyles générés de

I’ascorbate-Cu?*[99].
VII.  Plans d’expérience

1. Introduction
Les progres de la science ont été fortement liés aux solutions apportées par I’homme a des

questions posées par la nature, et a son explication des différents phénomeénes observés. En
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effet, ces réponses sont principalement basées sur les observations obtenues des
expérimentations réalisées, et qui sont basées sur des méthodes rigoureuses. L’expérimentation
donc est un outil pour acquérir ou élargir les connaissances, qui doit étre optimisee, pour obtenir

des résultats fiables avec un minimum d’essai.

Les plans d’expérience (PE) est une des méthodes qualifiées utiles pour la planification des
expeériences capables de conduire a des conclusions solides, efficaces ainsi que économiques.
Le principe des PE consiste a se limiter de réaliser un ensemble de points du domaine étudié,
tout en réussissant a appréhender le phénomene physique étudié sur tout le domaine, suivant la

norme ISO 3534-3. En résumeé, les avantages les plus reconnus des PE sont :

v' TDefficacité : I’adoption d’un minimum d’expériences pour parvenir et prédire les
résultats ;

v' D’exactitude : grice aux tests statistiques utilisés, une haute exactitude est assurée ;

v’ les interactions : une bonne compréhension des synergies existantes entre les différents

facteurs.

Et gréace aux logiciels des PE, la construction et les calculs sont devenus simples et faciles. Ces
outils facilitent aussi les représentations graphiques et améliorent la compréhension des
phénomenes. Les principaux logiciels sont : NemrodW, JMP, Minitab, Statistica, Statgraphics,

Unscrambler, Pirouette.

2. Notions et terminologie

2.1.Expérience

Une expérience est un moyen systématique et objectif permettant a I'expérimentateur d'obtenir
des réponses valables et dépourvues d'ambiguité aux questions qu'il se pose, en faisant varier

des facteurs maitrisables de maniére prédéterminée (ISO 3534-3).

2.2.Facteurs et reponses
On appel facteur (variable d’entré) toute variable, obligatoirement contrdlable, susceptible

d’influer sur la réponse observée, ou la notion du facteur différe de celle du variable dans les
PE, vu que le facteur doit avoir la possibilité d’étre modifié sans difficulté [100]. Les facteurs
peuvent étre continus en présentant des valeurs numérique, ou bien discrets, et représentés par
un nom, une lettre, une propriété ou méme par un nombre qui n’a alors en soi aucune valeur

numérique mais qu’une signification de repére, ainsi il peuvent étre ordonnables qu’on peut
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mettre dans un ordre logique, ou facteurs booléens, facteurs discrets qui ne peuvent prendre que
deux valeurs : haut ou bas [101].

On appel réponse Y (variable de sortie) la grandeur qui est observée pour chaque expérience
réalisée[100]. Une réponse doit étre représentative, quantifiable et la moins dispersée

possible pour des variables d’entrée maitrisées et constante.

2.3.Domaine de variation d’un facteur et Espace expérimentale

Dans les PE, le facteur peut étre représenté par un axe gradué et orienté, et la valeur donnée au
facteur pour réaliser un essai est appelée niveau, on limite ses variations entre deux bornes :
niveau haut et niveau bas, L'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le

niveau bas et le niveau haut, s'appelle le domaine de variation du facteur [102].

La présence d’un second facteur sur un axe gradué et orienté, dont le domaine de variation est
déterminé, et qui sera disposé orthogonalement au premier. Aboutira a un repére cartésien qui

définit un espace euclidien a deux dimensions. Cet espace est appelé I'espace expérimental.

2.4.Domaine expérimental réel ou domaine d’étude

Ce domaine d’étude est la zone de 1’espace expérimental ou seront réalisées les
expériences. Chaque expérience est représentée par un point expérimental dont les coordonnées
correspondent aux niveaux respectifs des facteurs. Une étude, regroupant une série
d’expériences, sera donc définie par un ensemble de points répartis dans le domaine

d’étude. On distingue :

2.5.Domaine continu

Un domaine expérimental continu est délimité par des facteurs quantitatifs qui déterminent le
domaine des expériences possibles, dont le nombre totale qui peut étre mis en ceuvre est infini.
Il est possible de restreindre le domaine expérimental par I’application de contrainte qui peut
étre due a des expériences impossibles de point de vue technologique ou économigue, ou encore

a des combinaisons de facteurs improbable figure (5).
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Facteur 2 , Contrainte

8 16 Facteur 1

Figure 5: Domaine expérimental continu

2.6.Domaine discret
Le domaine expérimental discret est déterminé par des facteurs discrets ou qualitatifs qui

peuvent prendre plusieurs modalités, ce qui limite le nombre d’expériences. Figure (6) présente
un domaine discret avec deux facteurs a et b qui prennent 3 modalités, respectivement al, a2 et

a3, b1, b2 et b3, qui donne 9 expériences a réaliser [103].

Facteur b
Y S Q __________________ QQ
IS S W S

al a2 a3 Facteur.a

Figure 6 Domaine expérimental discret

2.7.Interaction
L’interaction traduit la notion de I’additivité des effets des facteurs. Il y a interaction entre

facteurs lorsqu’ils ne sont pas indépendants c¢’est-a-dire quand 1’effet de 1’un est fonction de la

combinaison des niveaux des autres.

2.8.Degrés de liberté d’un model
Le degré de liberté résulte de la résolution des systémes d’équations. En effet pour déterminer

p inconnues, il faut p équations, ni plus, ni moins, si on a plus d’équation que d’inconnues, c’est
a dire, que si on a n équations avec n>p, il reste n-p équations non utilisées, ces équations donne

la possibilité ou la liberté de calculer n-p inconnues[104].
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2.9.Résidus
Variable aléatoire représentant la différence entre la variable de réponse et sa prédiction sur la

base d'un modele présumé. La valeur prévue de la variable de réponse est fondée sur un modéle
présumé, dont les parametres sont estimes a partir des donnees. L'erreur résiduelle est la partie
de la variable de réponse qui n'est pas expliquée par ces variables de prédiction, qui sont

incluses dans le modéle, et peut étre due a des causes fortuites ou systématiques.

Le résidu est donc la différence entre la valeur mesurée et la valeur calculée par le modéle :

2.10. Fonction de désirabilité
La fonction désirabilité est le meilleur compromis entre plusieurs réponses. Cette fonction a été

proposée par Derringer et Suich et elle figure dans de nombreux logiciels de plans
d’expériences. Elle est trés facile a utiliser et rend de grands services [101]. Elle facilite

I’interprétation des résultats et les rend comparables.

2.11. Notion de modélisation mathématique
On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. On prend un

développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin. Les dérivées sont supposéees constantes

et le développement prend la forme d'un polyndme de degré plus ou moins élevé [102]:

Y = Ao + Z aiXi + Z ainl- X] + -+ z aiin-Z + aij_._ZXl-Xj XZ Eq 5

* y est la réponse ou la grandeur d'intérét. Elle est mesurée au cours de l'expérimentation et elle

est obtenue avec une précision donnée.

* xi représente le niveau attribué au facteur i par I'expérimentateur pour réaliser un essai. Cette
valeur est parfaitement connue. On suppose méme que ce niveau est déterminé sans erreur

(hypothese classique de la régression).

* ao, ai, aij, aii sont les coefficients du modele mathématique adopté a priori. lls ne sont pas

connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences
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2.12. Plan de mélange
2.12.1. Contrainte fondamentale des mélanges
Dans les plans d’expériences classiques les facteurs sont indépendants, ce qui est différent dans
le cas des melanges, car, en général, on étudie les réponses en fonction des proportions des
constituants du mélange ; donc il faut bien se rendre compte qu’il y a plan de mélanges lorsque
la réponse étudiée dépend des proportions des constituants du mélange et non des quantités de
mélange utilisées.

Cette non-indépendance des facteurs est exprimée par la contrainte fondamentale des
mélanges ou la somme des proportions est toujours égale a 100 %. Si on note xi la teneur en

constituant i, lasomme des teneurs de tous les constituants du mélange satisfait la relation [104]:
i=n

ZXiz 100 % Eq: 6

i=1

D’ou la teneur en chaque constituant reste comprise entre 0 et 100 %.

2.12.2. Représentation géométrique des mélanges

2.12.2.1. Meélange a deux

Soit x; la teneur en constituant A et x. la teneur en constituant B. représentés respectivement
sur le repére cartésien (Ox1,0x2), ou les axes sont gradués de 0 a 1. La représentation
géométrique d’un mélange quelconque contenant x, de A et Xy de B est représenté par le point

situé a I’intersection des coordonnées Xa et X, (figure 8).

Avec Xa+Xb=1 Eq:7
Mélange 1 Echelle du produit B
B ———
1.00 \. 0.75 0.50 0.25 0.00
B s L+ ' il 1A

0,00 0,25 0,50 0,75 \ 1,00

Echelle du produit A Melange 2
—_—

Figure 7: Schéma illustre Le mélange 1 qui contient 20 % de A et 80 % de B.
Le mélange 2 contient 77 % de A et 23 % de B [101]

Cette relation indique que les points de coordonnées Xa et Xp, sont sur une droite de pente -1,

coupant I’axe du produit A au point d’abscisse 1,00 et I’axe du produit B au point d’ordonnée
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1,00 et les compositions Xa et X, variant entre 0 et 1. Toutes les compositions possibles des

mélanges des deux produits A et B sont représentées par les points de segment de droite AB.

1,00

0,75

0,50 +

025

Produit B

Mélange 1

Mélange 2

0,00

0.25 0.50

075 1,00

Produit A

Figure 8: Compositions des mélanges a deux constituants représentées par les points du
segment de droite AB [101]

2.12.2.2. Mélange a trois

Les mélanges ternaires se présentent géométriquement sous forme d’un triangle

équilatérale, Les produits purs sont aux sommets du triangle. Les mélanges binaires sont

représentes par les cotés du triangle, le c6té AB du triangle représente les compositions des

mélanges des seuls produits A et B ; et ces mélanges ne contiennent pas de produit C. Et chaque

c6té du triangle est gradué de 0 a 1.

Un point de la surface intérieure du triangle représente un mélange ternaire. Et la

composition de chaque produit se lit sur les c6tés du triangle. La teneur en produit A se lit sur

le coté AB qui est I’échelle du produit A. On projette le point M sur AB parallélement a BC

(coté opposé a A), et de méme pour les teneurs des autres produits B et C[101].

Echelle
produit A

0,75

0,50 —

0,25

Echelle
produit C

075

B 100

075
Echelle produit B

0,50

X
025 b 000

Figure 9: Représentation des mélanges a trois constituants a ’aide d’un triangle

équilatéral[101]



Partie | : Revue bibliographique

2.12.2.3. Modeles mathématiques des mélanges
La modélisation mathématique des mélanges est fortement liee a la contrainte fondamentale

des mélanges. D’abords, considérons que les variations de la réponse sont proportionnelles aux
compositions du mélange. On pourrait adopter, en premier lieu, le méme modele que celui des
plans factoriels classiques dont les facteurs sont indépendants :

Y = a0+a1X1+a2X2+a3X3 Eq8

Hors, les compositions xi ne sont pas indépendantes. Et la contrainte fondamentale des

mélanges dit que :

X1+ X, +X3=1 Eq:9
D’ou I’écriture suivante est valable :
Y =a,(X; + Xy + X3) + a1 Xy + a,X, + azX; Eq:10
Ou en regroupant les coefficients :
Y = (apyaq)Xq + (ag + ay)X, + (ag + a3)Xs Eq: 11

Le modéle ne comportera alors plus de terme constant si on change de notation :

b, = (ap+ay)
b, = (ag+as)

bs = (ap+az)
Y = b1X1 + bZXZ + b3X3 Eq 12

Donc pour un melange a trois composants, le modele du premier degré en un point donné est :
Y = byX; + b,X, + b3X;
Du second degre :
Y = b;X; + byX, + b3X3 + bpX X, + bysX X3 + bysX,Xs Eq:13
Avec
parfois on est amené a utiliser des modéles de degré supérieur, trois et méme parfois quatre si

les surfaces de réponses sont compliquées.
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Le modéle mathématique du troisiéme degré, peut s’obtenir a partir d’un polynéme du

troisieme degré. Le modeéle, appelé modéle «cubique complet», est le suivant :

+b'13X1X3(X1 — X3) + b'53X2X3(Xz — X3) + b'123X1 XX Eq: 14

Le modele simplifie, appelé «modéle cubique restreint», correspondant a un melange de

trois constituants est le suivant :

2.12.2.4. Analyse globale des résultats
a- Analyse mathématique

L’analyse mathématique réalisée souvent par les logiciels ne se base que sur le principe de la
RLM, qui vise d’expliquer une variable aléatoire quantitative Y en fonction de p variables

explicatifs Xz, Xo. . ., Xp.

Soit un échantillon de n observations {yi}i" variant en fonction de p variables
indépendantes (X1, Xz . . ., Xp). Le modele de la RLM s’écrit :

Ou biest le terme de 1’effet principal, bij le terme de I’effet d’interaction et ej I’erreur

veérifiant les hypothéses suivantes :
> E(ei)=0

» Vei=o0?
» Cov (ei, ef)=0sii#

Yl 1 Xll X21 X31 le bl eq

[YZ] 1 X Xop X3z oo Xy [bzl [92]
l‘%“ = |1 X31 X32 X33 X3p b3 + {8_3‘
Y 1 Xn1 Xnz Xuz an by €n

D’ou

Y=bX+e Eq:17
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b- Calcul des coefficients

La résolution de I’Eq 17, basé sur la régression multilinéaire associée au critére des moindres

carrés qui méne & minimiser la somme des carrés des écarts, permet de calculer des coefficients

b suivant la relation suivante [103]:

b= (Xtx)"L.xty Eq:18
X X Y
N lignas X — N lignes
[
D colonnas * * p colonnes *
XX
p lignes
—
p colonnas
l 1
X)" (tX)(Y)
p lignes
v
«—
D colonnas
e L
"-\-\.v.-"
B= ("XX) “("X)(Y)
by

Figure 10 : Etapes mathématiques aboutissants au calcul des coefficients[103]
c- Analyse statistique

L’¢évaluation globale du mod¢le étudié¢ se base sur la fondation de plusieurs hypothéses a

respecter, dont les principales sont[104] :

e Les erreurs expérimentales sont des variables aléatoires provenant de la méme
Population pour tout le domaine d’étude, distribuées normalement avec une espérance
mathématique nul ;

e Le modele choisi est proche de celui qui représente le phénomeéne étudié ;

e Lareponse est la somme d’un modéle mathématique qui n’introduit pas d’erreur (résidu

= erreur expérimentale + erreur d’ajustement) ;
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e Les résidus doivent pouvoir étre considérés comme des variables aléatoires ;
e Les résidus doivent étre distribués normalement, statistiguement indépendants, et

aucune corrélation ne les assemble.

En se basant sur les hypothéses précédentes, 1’évaluation de la qualité descriptive et prédictive

du modeéle est assurée par plusieurs tests statistiques[104] [103].
Les indices statistiques les plus importants sont :
i. Le coefficient de détermination R2 et R2ajusté (Qualité descriptive)

C’est un quotient qui permet de se rendre compte si le modele de régression choisi passe

globalement pres des points représentatifs des réponses mesurées :

_ SCRCm 9
~ SCRMm  yy

2

_ ity
3;3] Eq: 19
—Yy

Le R2 ajusté

o V) o6 \n-1
AT ST yscrRMm) - \yty » T

9 . La somme des carrés des réponses calculées ;
é : La somme des carrés des résidus estimés avec I’hypothése des moindres carrés ;
y'y : La somme des carrées due a la moyenne.

ii. Analyse de la variance

L’analyse de la variance permet la confirmation de la justesse du modéle en ce qui concerne la

prédiction et I’explication des variations observées de Yi.

Dans le cadre de la régression multilinéaire et de I’hypothése des moindres carrées, la somme
des carrées des réponses mesurées y'y, se décompose en deux somme :

yly = 'y + éteé Eq:21
SCM = yty Eq:22

SCRCm =y'y —y'y  Eq:23
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SCRMm =99 —y'y  Eq:24
L’analyse de la variance introduit les quantités SCRMm et SCRCm :
SCRMm = SCRM — SCM  Eq 25
SCRCm = SCRC — SCM  Eq:26
SCRM — SCM = SCRC — SCM + SCE Eq:27
SCRMm = SCRCm + SCE Eq:28

Ces sommes de carrés sont mises a profit pour construire les tableaux des sommes de carrés et
de I’analyse des variances. Ces tableaux permettant d’établir des indices statistiques qui
mesurent la qualité de la modélisation des réponses mesurées.

Tableau 3: Présentation générale d’un tableau d’analyse de la variance adapté pour une
régression multiple

Source Somme des carrés  ddl Carré moyen Rapport F

Régression ~ SCRCm p-1 SCRCm/p-1 (SCRCm/p-1)/ (SCE/n-p)
Résidus SCE n-p  SCE/n-p

Total SCRMm n-1

Le F de Fisher indique la probabilité que tous les coefficients ne soient pas nuls :

_ SCRCm (n — p> Yy -y'y (n — p)
~ SCE \p-1) ete \p-1

Si le F de Fisher est élevé, la variance de la régression (réponses calculées) est plus grande que

Eq:29

la variance des résidus. La probabilité que les coefficients du modéle soient nuls est alors tres

faible, c’est-a-dire un F de Fisher tres élevé et probabilité (p-value) faible.

VIII.  Les plantes étudiées :
1. Origanum majorana :
Plante aromatique Sous-arbrisseau vivace, touffu ; pubescent, atteignant 40cm de hauteur, a
tiges quadrangulaires dressées. Les feuilles sont petites, ovales, tomenteuses, vert-blanchatres.

Les fleurs, blanches ou rosées, sont groupées par trois a l’aisselle de bractées serrées en
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coquilles, et forment des panicules terminales d’épis globuleux. Le fruit est formé de 4 akénes

lisses. Toute la plante dégage une odeur aromatique suave[105].

2. Origanum compactum
Plantes herbacées ou sous-ligneuses a la base, a tiges quadrangulaires, généralement dressées.

Les feuilles sont opposées, Les fleurs, a corolle rose ou blanche, a calice tubuleux, avec 4
étamines divergentes vers le haut, sont groupées en épis généralement denses, a bractées amples

et imbriquées, eux-mémes réunis en inflorescences composées[105].

3. Thymus serpyllum
Plante vivace de 5-30 cm, verte, glabrescente ou peu velue, aromatique ; souche peu épaisse,

émettant de longues tiges couchées-radicantes, formant un gazon assez serré ; rameaux assez
allongés, brievement pubescents tout autour ; feuilles petites, obovales en coin ou linéaires-
oblongues (4-6 mm de long), atténuées et longuement ciliées a la base, glabres sur les faces, a
nervures saillantes ; inflorescence en tétes globuleuses ou ovoides ; calice poilu tout autour ou

glabre en dessus [106].

4, Mentha spicata
Plantes vivaces, stoloniféres, a tiges quadrangulaires, a feuilles d’un beau vert, sessiles,

ovales-lancéolées, dentées sur les bords, a surface tres souvent ridée. Les inflorescences sont
des épis allongés de fleurs blanches ou pourpres. Toute la plante dégage au froissement, une

odeur aromatique caractéristique. C4est une plante trés cultivée partout au Maghreb, dans les
jardins et dans les zones maraicheres [105].

5. Myrtus communis
Arbuste touffu de 1 a 3m de hauteur, a tiges rameuses. Les feuilles sont opposées,

persistantes, coriaces, luisantes, de couleur vert foncé, ovales, aigues au sommet et parsemées,
de petites glandes sécrétrices visibles par transparence. Les fleurs sont grandes, blanches,
pédonculees. Le fruit est une baie ovoide, charnue, de 6 a 8mm, noir-bleuatre a maturité,

surmontée de 5 dents persistantes du calice, rappelant vaguement un clou de girofle[105].

6. Artemisia herba-alba
Plante dressée, vivace, sous-frutescente, de 10 a 50cm de hauteur, a tiges nombreuses,

tomenteuses portant des feuilles courtes, pennatipartites, généralement pubescentes, de

couleur gris argenté. Les inflorescences sont des capitules homogames de petites fleurs peu
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nombreuses, jaunatres, a involucres scarieux, hermaphrodites. Les fruits sont des akenes

oblongs, chauves et lisses. Toute la plantes exhale une forte odeur camphrée[105].

7. Citrus aurantium
Petit arbre de 3 @ 5 m de haut, a tronc ramifié et a branches épineuses. Les feuilles sont vertes,

luisantes, a peétiole largement aillé. Les fleurs, apparaissant en mai-juin, sont blanches, et tres
odorantes et groupées par 2 ou 3 a I’aisselle des feuilles. Les fruits sont semblables a des oranges

mais plus petits[105].

8. Lavendula dentata
Arbuste vivace, atteint jusqu'a 1 m de hauteur et de largeur, avec des branches droites et ligneuse

a la base. Feuilles sessiles, étroits, linéaires, épais. Les fleurs apparaissent en grappes serrées
dans une pointe en haut de mince, bleu-violet, bractées papyracées et petit, pale bleu-violet. La
pointe est surmontée d'une touffe de grandes bractées stériles, voyantes qui sont la partie la plus

remarquable de I'inflorescence[107].

9. Pelargonium asperum
un arbrisseau ligneux qui se présente en grosse touffe arrondie et peut atteindre jusqu’a 1

métre de hauteur et 1 m de diametres au niveau de la cime. Les feuilles, molles, sont lobées et
cordiformes dégageant une odeur de rose. Les fleurs sont irréguliéres, de couleur rose violet,
formant une pseudo-ombelle compacte. Les deux pétales postérieurs sont plus larges que les 3

antérieurs.[108]
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Chapitre | : Extraction des huiles essentielles, rendements, et

compositions chimiques

- Introduction
Les HEs sont des mélanges naturels tres complexes qui peuvent contenir environ 20 a 60

composants a des concentrations différentes. Elles sont caractérisés par deux ou trois
composants principaux a des concentrations assez élevées (20-70%) par rapport a d'autres
composants présents sous forme de traces[17]. Ces molécules et leurs proportions constituent
I'identité propre a chaque huile. En effet, la chimie des HESs soutient leurs activités biologiques.
Elle nous permet de les classifier suivant les familles chimiques, les propriétés thérapeutiques
et les contre-indications. La détermination de la composition chimique des HEs constituera
donc une étape fondamentale pour la bonne valorisation de ces huiles et surtout pour se garantir

le meilleur résultat en fonction de ce qu’on attend d'elles.

- Matériel et méthodes :

1. Matériel végétale
Le tableau (4) rassemble les noms des plantes de la région de Taounate étudiées, leurs familles,

leurs parties extraites, ainsi que leurs périodes de récolte.

Tableau 4: Plantes étudiées, origines, parties utilisées et périodes de récolte

Plante Nom francais Nom Famille Partie Période de Plante
vernaculaire utilisée récolte cultivée/Sauvage
0. compactum Origan Zaatar Lamiaceae Aérienne Juillet Sauvage
O. majorana Marjolaine Mardedouche Lamiaceae Aérienne Aot Cultivée
T. serpyllum Serpolet Zaitra Lamiaceae Aérienne Aot Sauvage
P. asperum Géranium Aétrcha Geraniaceae Aérienne Mai Cultivée
O. mixta Ormenie Elhallala Asteraceae Aérienne  Juillet Sauvage
L. dentata Lavande blanche Lkhzama Ibldia Lamiaceae Aérienne Septembre Sauvage
M. spicata Menthe Naénad Lamiaceae Aérienne Aot Cultivée
C. aurantium Bigaradier Ranje Rutaceae Feuille- Janvier Cultivée
zest

M. communis Myrte Rihane Myrtaceae Aérienne Aolt Sauvage
A. Herba-alba Armoise Chih Asteraceae Aérienne Juillet Sauvage
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2. Extraction des huiles essentielles et calcul des rendements

L’extraction des HES a été réalisée a 1’aide d’un appareil Clevenger. Une masse de 100g de
chaque plante a été émergée dans I’eau dans un ballon de 1L, apres I’ajout de quelques grains
de pierre ponce, le tout est porté a ébullition pendant une durée de 3 heures a une température
modéreée, les vapeurs chargées de substances volatiles se condensent en traversant le réfrigérant.
Les deux liquides de densités differentes sont ensuite séparés par simple décantation. En fin,

les huiles obtenues se conservent a I’abri de la lumiere a 4°C jusqu’a utilisation.

Le rendement en HE est le rapport entre le volume d’HE extrait, et le poids de la biomasse

végétale séche. Il est calculé a 1’aide de la formule suivante :

R = HE 100
14
R : Rendement en HE.
Ve : Volume de I’HE en millilitre.
Pv : Poids de la biomasse végétale séche en gramme.

3. Détermination de la composition chimique : Chromatographie en phase gazeuse/
spectrométrie de masse

Les HEs ont été analysées par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse. Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
appareil Trace GC ULTRA, équipé d’un injecteur en mode Split, d’une colonne DB-5
(Longueur : 30 m, Diamétre interne : 0.25 mm, Epaisseur du film : 0.25 um). Les conditions
opératoires sont les suivantes : gaz vecteur: hélium, solvant : Acétate d’éthyle température
d’injection 220 C°, volume d’injection 1 ul, débit 1,4 ml/min, programmation de température:
de 40 a 180°C a 4°C/mn, avec un palier de 20 min a 300°C. Le couplage avec le spectrometre
de masse Polaris Q MS ce fait avec une température d’interface de 300 C°. Les conditions
opératoires sont les suivantes : Type d’ionisation EI (70 eV), Température de la source
d’ionisation 200°C, détecteur Trappe ionique. La base de données utilisée : NIST MS Search.

L’identification des composés dans chaque HE est basée sur :

- La comparaison de leurs indices de rétention (IR) sur les colonnes apolaires et polaires,
déterminés par rapport aux indices de rétention d’une gamme étalon d’alcanes ; avec
ceux des composés de références ;

- Lacomparaison de leurs spectres de masse avec les spectres de la base de données NIST,;

- Comparaison avec la base de données Adams.
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I11-  Reésultats et discussion : Rendement et compositions chimiques des huiles
essentielles
Le tableau (5) rassemble les rendements obtenus pour les HEs des plantes étudiées, la couleur

et I’odeur dégagée de chaque HE étudiée.

Tableau 5: Rendements en HE des plantes étudiées

Plante Rendement (%6) Couleur Odeur

0. compactum 1,1 Jaune-verdatre clair Aromatique forte

O. majorana 1,2 transparent Aromatique

T. serpyllum 0,9 Jaune Aromatique forte

P. asperum 0,4 Vert clair Citronné

O. mixta 0,7 Vert clair Aromatique douce
L. dentata 1,1 Jaune Aromatique

M. spicata 0,7 Vert clair Menthe

M. communis 0,5 Marron orangé Aromatique épicée
A. herba-alba 1 Jaune foncé Aromatique douce
C. aurantium feuilles 0,8 Vert clair Aromatique florale
C. aurantium Zest 1,85 Jaune-orangeé Citronné acidulée

1. Origanum compactum
L'hydrodistillation de la partie aérienne d'O. compactum a révélé un rendement de 1,1%, donnés
qui rejoint les normes marocaines donnant un intervalle des rendements limité entre 0,31 et
2,88% [109][110]. Aboukhalid et son équipe, étudiant le rendement de 1’0 compactum du
Maroc suivant les régions, a observé que les especes des régions arides tendent a produire un
rendement considérable par rapport aux régions humides, en expliquant cela comme étant un

mécanisme d'adaptation au stress hydrique [111].

L’analyse de la composition chimique de la partie aérienne de I’HE d’O. compactum a révelé
vingt-quatre composés représentant une aire cumulée qui correspond a 99,65% des aires
cumulées de I’ensemble des constituants (Tableau 6). Les monoterpénes oxygenés ont présente
65,87% des composés identifiés, les monoterpénes hydrocarbonés ont présenté 32,1% |,
cependant que les sesquiterpénes hydrocarbonés n’ont pas dépassé 1,44% représenté par le

caryophylléne.

Une prédominance en carvacrol (47.80 %), y-terpinene (17.25 %) et thymol (15.74 %) a été
observée, rendant le profil comparable a ceux trouvés par d’autres études, citant le thymol, le
carvacrol et le y-terpinéne comme composés majoritaires[112], [113]. Cependant que le

carvacrol, le thymol, ont prédominé avec le p-cymene dans d’autres études menées sur I’HE
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d’origanum compactum [114], [115]. En dehors de tout cela, la biosynthese du thymol et du
carvacrol dans plusieurs plantes, a été rapporté a la présence de deux précurseurs qui sont le p-
cymene et y-terpinéne [116], [117], en expliquant la présence mutuelle des quatre composés.
Généralement, leurs concentrations dans I'HE d'origan peut étre affectée par les conditions
climatiques, les zones géographiques et la saison de la collecte des plantes, mais leur somme

reste a peu pres égale.

Tableau 6: Composition chimique de I'HE d*O. compactum

Composés Air % IR TR Mode d'identification Références
Carvacrol 47,85 1301 18,88 1,2 [114]
y-terpinéne 17,25 1056 9,3 1,2 [114]
Thymol 15,75 1292 18,48 1,2 [114]
p-cymene 8,44 1023 8,14 1,2 [114]
a-terpinene 2,19 1016 7,87 1,2 [114]
Caryophylléne 1,44 1415 24,05 1,2

B-myrcéne 1,42 987 6,95 1,2 [114]
Linalool 1,36 1099 10,85 1,2 [114]
Sabinene 1,06 924 5,28 1,2 [114]
1R-a-pinéne 0,61 932 5,48 1,2 [114]
(-) - terpinen-4-ol 0,43 1180 14,12 1,2 [114]
D-limonéne 0,25 1028 8,28 1,2 [114]
a-phellandréne 0,24 1007 7,53 1,2 [114]
B-pinene 0,21 977 6,68 1,2 [114]
B-thujéne 0,21 1029 8,35 1,2

a-terpineol 0,16 1195 14,74 1,2 [114]
Borneol 0,15 1171 13,78 1,2 [114]
2-carene 0,12 1084 10,28 1,2

Camphene 0,09 948 5,92 1,2

3-octanone 0,09 982 6,82 1.2

p-cymenene 0,08 1089 10,48 1,2

Myrténol 0,08 1197 14,84 1,2 [114]
(+) - 3-carene 0,07 1009 7,6 1,2

B-cis-ocimene 0,06 1043 8,84 1,2

monoterpénes 0xygénés 65,87

monoterpénes hydrocarbonnés 32,01

Sesquiterpene hydrocrbonnés 1,44

Sesquiterpene oxygénés 0

Autres 0,09

Totale 99,65

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

2. Origanum majorana
Concernant I’hydrodistillation de la partie aérienne de I’O. majorana, un rendement de 1,2% a
été obtenu. Un rendement similaire a celui de Busatta et ses collaborateurs étudiant la
marjolaine egyptienne[118], ainsi a celui obtenu de la marjolaine grecque équivaux a 1,01%.
En revanche, le plus haut rendement obtenu pour la marjolaine a eté observé pendant la

recherche consacrée pour 1’étude de la marjolaine turque récoltée en stade de maturité
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enregistrant un rendement de 2,8% [119]. Cependant le plus faible est observé chez celle récolté

pendant la période de floraison, avec un rendement qui varie entre 0,04 et 0,2%[120] [121].

L’analyse de la partie aérienne de 1’0O. majorana a révélé vingt et un composés représentant
95,72% de la totalité des airs cumulés (Tableau 6). Les composes majoritaires de I’HE de la
marjolaine sont : (-)- terpine-4-ol (29.10 %), trans-4-thujanol (24.57 %) et p-cymene (12.64).
Les dérivés terpéniques répandent 93,42 de monoterpénes et 2,3% de sesquiterpenes, ou les
monoterpenes hydrocarboneés présentent 16,87%, contre 76,55% de ceux oxygénés, tandis que
les sesquiterpénes hydrocarbonés sont représenté par le caryophyllene a 0.4% contre 1,9% de

sesquiterpenes oxygeénees.

Les résultats obtenus pour la marjolaine sembles en accord avec ceux déja réalisés, contenant
majoritairement le terpinén-4-ol [120], [122]-[125]. Cependant, divers travaux sur la
composition chimique des HEs d’O. majorana ont trouvé d’autre majoritaire comme le 4-

thujanol (I’hydrate de sabinéne) [71], le linalool[123], et le carvacrol [119].

Les variations importantes de composition citée dans la bibliographie concernant cette HE
(pratiquement de 0 a 40 % pour I’hydrate de sabinéne et/ou le terpin-1-én-4-ol), peuvent étre
expliquées par I’expérience conduite par Wallach avec le cis-hydrate de sabinene et son acétate
synthétique. Ou il a montré que son simple reflux dans 1’eau, a pH légérement acide, le
décompose : en 30 minutes, et il ne reste que 10 % de 1’acétate et 85% de I’alcool alors
qu’apparaissent le terpin-1-én-4-ol (majoritaire), le y-terpinéne, I’a-terpinéne, le para-cymeéne,
le limonene, le terpinoléne et I’a-terpinéol (Figure 11). L’exemple de I’HE de marjolaine
confirme I’instabilité des dérivés hydroxylés du sabinéne et corrobore I'exemple de Melaleuca

alternifolia [126]-[128].

OR
H' H,O
- = \ —— —
-HO
- @
OH

acétate de sabinéne cation terpin-1-én-4-yle terpin-1-én-4-ol

hydraté, R = COCH;
H>0
“T 0 + ks |
OH
@

o-terpinéol cation oi-terpinyle o-terpinéne  terpinoléne Y-terpinéne  para-cyméne

Figure 11: Dégradation d'acétate de sabinéne pendant I’hydrodistillation
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Tableau 7: Composition chimique de I'HE d'O majorana

Composés Air % IR TR Mode d'identification ~ Références
(-) - terpinen-4-ol 29,11 1180 14,12 1,2 [129]
Z-4-thujanol 24,57 1101 10,93 12 [129]
p-Cymeéne 12,64 1023 8,14 1,2 [129]
a-terpinéol 9,05 1195 14,74 1,2 [120]

E- B terpinéol 5,45 1069 9,75 12 [129]
Z-2-menthénol 2,16 1124 11,84 1,2

B-Phellandréne 2,14 971 6,52 1,2

Z-acétate de sabinéne hydrate 1,71 1252 17,19 1,2 [129] [120]
E-acétate de sabinéne hydrate 1,48 1248 17 1,2 [129] [120]
E-menth-2-en-1-ol 1,27 1141 12,56 1,2 [129]
Caryophyllene oxide 1,08 1576 30,48 1,2 [129]

1,8 cinéole 1,05 1031 8,39 1,2 [120]
D-limonéne 0,98 1028 8,28 1,2

Spathulenol 0,82 1572 30,32 1,2

p-cymen-8-ol 0,59 1186 14,41 1,2

B-myrcéne 0,4 987 6,95 1,2 [129]
Caryophylléne 0,4 1415 24,05 1,2 [120]
1R-o-pinéne 0,35 932 5,48 1,2 [129] [120]
B-pinene 0,19 977 6,68 1,2 [129] [120]
Sabinene 0,17 924 5,28 1,2 [120]
Verbénone 0,11 1203 15,11 1,2 [120]
Monoterpénes hydrocarbonés 16,87

Monoterpénes oxygénés 76,55

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,4

Sesquiterpene oxygénés 1,9

Total 95,72

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliotheque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

3. Thymus serpyllum

L’hydrodistillation du serpolet marocain a révélé un rendement de 0.9%. Ce rendement
corrobore avec celui du T. serpyllum d’Iran pendant sa période de pleine floraison[130][131],
alors qu’il ne dépasse pas 0,57% avant la floraison. Le rendement du serpolet de la Jordanie
s’est balancé entre 2,5 et 5,4%, 1’auteur a li¢ ses variations a la région de récolte, au climat et
aux différences géographiques[132]. Cependant le serpolet du Pakistan, de la Lituanie, de la
Pologne n’ont enregistré respectivement que un rendement de 0,48% ; 0,12-0,27% et 0,21-
0,6%.

L’analyse de la composition chimique de I’HE de T. serpyllum a permis d’identifier trente-Six

composeés représentant 99,61% (Tableau8).
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Parmi les composes terpéniques identifies on note 96,08% de monoterpénes contre juste 3,53%

de sesquiterpénes. La fraction monoterpenique est représentée par les monoterpéenes

hydrocarbonés représentant la classe majoritaire avec un taux de 67,21%, et par les

monoterpenes oxygénés représentant 28,87%. Cependant que les sesquiterpenes ont été

représentes juste par ceux hydrocarbonés avec un taux de 3,53%.

Tableau 8: Composition chimique de I'HE du T. serpyllum

Composés Air% TR IR Mode d'identification ~ Références
p-cymene 36,16 8,14 1023 1,2 [136]
y-terpinéne 18,31 9,3 1056 1,2 [136]
Thymol 17,29 18,48 1292 1.2

Linalool 451 10,85 1099 1,2 [136]
Caryophylléne 3,13 24,05 1415 1,2

Methyl de thymol 3,02 16,15 1237 1,2

a-terpinéne 2,61 7,87 1016 1,2

D-limonéne 2,2 8,28 1028 1,2

B-myrcéne 1,88 6,95 987 1,2

Sabinene 1,75 5,28 924 1,2 [136]
1R-a-pinéne 1,55 5,48 932 1.2

Camphene 0,66 5,92 948 1,2

B-pinene 0,62 6,68 977 1,2 [136]
Bornéol 0,59 13,78 1171 1.2 [136]
(-) - terpinén-4-ol 0,54 14,12 1180 1,2 [136]
(-) - camphor 0,39 12,74 1146 1,2

B-thujene 0,37 8,35 1029 1,2

a-phellandrene 0,34 7,53 1007 1,2

[-Farnesene 0,28 30,48 1576 1.2

Terpinolene 0,25 10,29 1084 1,2

p-cymenene 0,22 10,48 1089 1.2

1,8 cinéole 0,18 8,39 1031 1,2 [136]
a-terpinéol 0,15 14,74 1195 1,2 [136]
(+)-4-carene 0,13 9,75 1069 1,2

3-octanone 0,11 6,82 982 1,2

(+) - 3-caréne 0,1 7,6 1009 1,2

Monoterpénes hydrocarbonés 65,4

Monoterpénes oxygénés 28,87

Sesquiterpenes hydrocarbonés 3,533

Sesquiterpene oxygénés 0

Autres 0,09

Totale 97,89

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire

DB-51: comparaison de nos données avec la bibliothéque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliotheque

d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams
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Trois monoterpénes que sont P-cymene (36.15 %), y-terpinene (18.31 %) et thymol (17.29 %),
ont été identifiés comme composés majoritaires. Ces résultats corroborent avec plusieurs études
menées sur surtout pour y-terpinéne et thymol [130], alors qu’ils contredisent d’autres études
rapportant le carvacrol et le thymol comme composés majoritaires[133], [134]. Cette
divergence entre les compositions chimiques étudiées a pu étre expliquée par la variabilité de
saisons, influengant le profil de I’HE, en favorisant la biosynthese du p-cymene et du y-
Terpinene en hiver et en printemps, et le thymol en automne[135].

4. Lavandula dentata
Le rendement de 1,1% de I’HE, obtenu par I’hydrodistillation de la partie aérienne de L. dentata,
reste plus important que celui trouvé par Chebli et al (0,7%) [114] sans pour autant dépasser

celui obtenu par distillation a la vapeur de la lavande blanche du Brésil [136].

A noter que le rendement peut varier en fonction de la région et selon la récolte. C’est le cas de

I’HE en Algérie dont le rendement oscille entre 0,24 et 1,34% [137].

L’analyse de I’HE de la partie aérienne de L. dentata a permis d’identifier cinquante-Six

composés représentant 98,9% de 1’huile totale (Tableau 9).

La composition terpénique est constituée majoritairement des monoterpenes représentée par
37,87% de monoterpénes hydrocarbonés, et 50,11% de monoterpénes oxygénes, cependant que
les sesquiterpénes ne représentent que 2,56% de ceux oxygénes et 0,96% de ceux

hydrocarbonés. Alors que les autres terpénoides représentent 7,49%.

Quatre monoterpenes majoritaires ont été identifiés : -pinéne (25.82%), 1,8-cineole (10.82%),
fenchone (9,8%) et a-pineéne (8.6%) formant 55,04% de 1’huile totale. Les différentes études
porté sur I’HE du L. dentata, ont repéré le 1,8 cineol comme majoritaire, [138], [139], ce qui
contredit nos résultats nommant le B-pinéne. Cependant, I’étude de Bousmaha et ses
collaborateurs, étudiant plusieurs échantillons provenant de différentes régions d’Algérie, a li¢
cette divergence a la région de récolte favorisant la biosynthése intense d’un des deux terpénes,
1,8 cineol, ou B-pinéne [137]. Autres études marocaines ont révélé d’autres compositions
chimiques, riches en acétate de linalyl et en linalool [114]. Par ailleurs, I’étude de la
composition chimique de I’HE du L. dentata a pu prendre une autre dimension, en étudiant
I’effet de différentes hormones sur la biosynthése du composé majoritaire, en effet, une
considérable variation a été observée en changeant les milieux de culture de la plante, dont les

différents composés identifiés sont 1,8-cineole, fenchol, bornéol et camphre[140].
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Tableau 9: Composition chimique de I'HE de L. dentata

Composés air TR IR Mode Références
% d'identification

B-Pinene 25,8 6,7 977 1,2 [137] [139]

1,8-Cineole 108 84 1031 1,2 [137] [142] [139]

Fenchone 9,87 10,45 1088 1,2 [139]

1R-a-Pinene 8,4 5,49 932 1,2 [142]

Myrtenal 6,98 14,74 1194 1,2

trans-verbenol 595 125 1140 1,2 [142]

Camphor 418 12,75 1146 1,2 [137] [142]

Exo-fenchol 3,36 11,65 1119 1,2

D-Limonene 335 8,29 1028 1,2 [137]

Borneol 2,3 13,79 1171 1,2 [137][142]

Nopinone 1,54 12,4 1137 1,2

3-Decanone 1,38 14,37 1185 1,2

2E,6E-farnesol 1,26 36,68 1744 1,2,3

B-Sabinene 1,24 6,53 971 1,2

Camphene 1,12 5,93 948 1,2 [142]

-Eudesmol 0,86 33,26 1650 1,23 [137]

Linalool 0,85 10,85 1099 1,2

Iso-menthol 0,69 14,13 1179 1,2

Cymene 0,65 8,13 1023 1,2 [137] [142]

Pinocarvone 0,57 13,35 1161 1,2 [139]

cis-methyl epi-jasmonate 057 343 1678 1,2,3

a-campholenal 0,48 11,92 1126 1,2

Carvone 0,46 16,75 1242 1,2 [137]

2E,4E-Nonadienol 0,44 15,74 1218 1,2

cis-Verbenone 0,43 15,21 1206 1,2

B-Myrcene 041 6,9 987 1.2 [139]

o-anisaldehyde 0,39 16,7 1241 1,2

Pigmaein 0,35 26,87 1484 1,2,3

E-methyl-dihydro-jasmonate 0,29 34,46 1682 1,23

Acétate d'eugénol 0,27 28,13 1516 1,2,3

Iso-borneol 0,26 13,16 1156 1,2

Cryptone 0,26 14,28 1183 1,2 [137]

Camphene hydrate 0,24 12,88 1149 1,2

Geranyl isovalerate 0,24 27,77 1506 1,2,3

Tricyclene 0,23 5,24 922 1,2

Epi-a-cadinol 0,23 29,07 1540 1,2,3

Benzaldehyde 0,22 6,02 952 1,2

Oxyde de linalool 0,2 10,35 1085 1,2

trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol 0,2 11,84 1124 1,2

Endo-5-norbornene-2-methanol 0,19 9,75 1069 1,2

Cyclohexyl propanoate 0,19 12,07 1129 1,2

Iso-y-E-bisabolene 0,19 24,65 1528 1,2,3

Bisabolene 0,18 27,69 1504 1,2,3

E-bisabol-11-ol 0,16 33,93 1668 1,2,3

p-Cymen-7-ol 0,15 18,84 1291 1,2,3

Neo-8-hydroxy-menthol 0,13 20,62 1333 1,2,3

Artemisia cétone 0,1 9,3 1056 1,2

Monoterpénes hydrocarbonés 37,87

Monoterpénes oxygénés 50,11

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,96

Sesquiterpenes oxygénés 2,56

Autre 7,49

Totale 98,99

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams
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5. Artemisia herba-alba
L’hydrodistillation de la partie aérienne de I’armoise a enregistré un rendement de 1%. Ce
résultat corrobore avec plusieurs études aussi menées sur des échantillons marocains[141][142],
algériens[143] et israéliens[144], récoltés en pleine floraison. Généralement, une discordance
en rendement a été remarquée en comparant entre différents pays cultivant /’4. herba-alba. En
effet, le rendement au Maroc et en Tunisie a pu aborder 2% [145], [146], en Egypte 1,6%, en
Algérie 1.5% [147], et en Jordanie 1,3%[148] , alors qu’autres échantillons en Espagne et en
Algérie n’ont pas dépassé 0,81 et 0,46% respectivement. Cela, est dii a plusieurs facteurs. En
effet, en Algérie, des échantillons récoltés dans la méme période et de différentes régions, ont
montré un contraste considérable en rendement ayant varié entre 0,46 et 1,3% [149]. Ainsi, en
Tunisie, le rendement obtenu de 1’hydrodistillation de I’armoise récoltée de différentes régions,
variant de 0,68 et 1.93%, a été influencé par les caractéristiques écologiques et climatiques de

chaque région [150].

Le mois de récolte a influencé le taux du rendement dans 1’é¢tude réalisée par Ghanmi et son
équipe[151]. En effet, pendant la récolte d’Avril, de Juin, et de Septembre, le rendement obtenu
respectivement a été de 0,86 ; 1,23 et 0,5%. En revanche, Bellili et al [152] a étudié un autre
parametre pouvant influencé le rendement, qui est I’organe a extraire. En fait, 1’extraction des
feuilles seules, des feuilles et des branches, et des branches et des racines a permis 1’obtention
d’un rendement de 1,86 ; 0,46 et 0,25% respectivement. D’autre part, I’hydrodistillation de la
partie aérienne de 1’armoise blanche a été doublement rentable que 1’extraction par micro-onde
dont le rendement n’a pas dépassé 0,36% [153], hors que aucun changement de composition

chimique n’a été observé.

L’analyse de I’HE de la parte aérienne d’A. herba-alba a permis d’identifier dix-huit composés
constituant 94,58% de la totalité d’huile (Tableau 10).

La composition terpénique s’est marquée par la forte présence des monoterpénes oxygénés
formant 88,7% de I’huile et représentés principalement par le chémotype piperitone formant
85,68% du huile totale, suivi par les sesquiterpenes oxygénés représentant 3,38%. Cependant
que les hydrocarbones monoterpéniques et sesquiterpéniques ne représentent que 1,99% et

0,15% respectivement.

La biosynthese des terpénes chez I’A. herba-alba s’est marquée par la présence usuelle d’un
chémotype, et jusqu’a présent plusieurs ont été identifiés [55]. Des huiles ont été prédominées

par un seul composes comme a-thujone et B-thujone qui peuvent atteindre 95%][55] [154]
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[155], camphre[155], chrysanthenone et acétate de chrysanthenyl [156], davanone,
pinocarvone[8]. Et d’autre ont été co-dominées par deux composes et plus comme o-

thujone/camphre, a-thujone/B-thujone, etl,8-cineol/camphre/thujone(a+p) [157].

Tableau 10: La composition chimique de I'HE d’A4. herba-alba

Composés Air% TR IR Mode d’identification Référence
Piperitone 85,68 17,26 1254 1,2
Davanone 3,12 30,44 1575 1,2 [8]
A-terpinéol 1,77 14,75 1195 1,2
p-cymeéne 1,31 8,13 1023 1,2
Terpinén-4-ol 0,68 14,12 1179 1,2
Fenchone 0,43 13,39 1162 1,2
Criptone 0,23 14,37 1185 1,2
D-Limonene 0,2 8,28 1028 1.2
Coapene 0,15 22,28 1372 1.2
(-)-Spathulenol 0,15 30,32 1572 1.2
y-Terpinene 0,14 9,29 1056 1,2
cis-4-Thujanol 0,14 12,55 1141 1,2
Lavender lactone 0,12 8,51 1034 1,2
(+)-Spathulenol 0,12 30,32 1572 1,2
3-Carene 0,11 10,84 1099 1,2
1R-a-Pinene 0,1 5,48 931 1,2
B-Myrcene 0,09 6,96 987 1,2
B-Thujene 0,04 8,35 1029 1,2
Monoterpénes hydrocarbonés 1,99

Monoterpénes oxygénés 88,7

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,15

Sesquiterpenes oxygenés 3,38

Autre 0,35

Totale 94,58

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliothéque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

6. Myrtus communis
L’hydrodistillation des feuilles du M. communis a donné un rendement de 0,5%. Généralement,
le rendement de cette plante a regu beaucoup d’intérét de I’appart de beaucoup de chercheurs.
Ainsi, nombreuses recherches ont été consacrées pour 1’optimisation du rendement de son HE.
Le résultat obtenu corrobore avec celui obtenu par la pluparts des études utilisant
I’hydrodistillation des feuilles a 1’état frais, variant entre 0,3 et 0,61% [158]-[160]. Cependant
que quelques échantillons de myrte iranien ont fait I’exception par un rendement qui atteint
1,4% [161], et de celui syrien qui dépassent les 1,6% [162]. En revanche, plusieurs paramétres
ont été criblés pour étudier leurs effets sur le rendement. Le taux d’humidité de la plante a
significativement influencé le rendement. En effet, I’extraction des feuilles qui ont révélé un
rendement en huile qui ne dépassent pas 0,55% a 1’état frais, ont pu donner un rendement qui
dépasse 1,6% a I’état sec [163]. Cependant que la saison de récolte n’avait pas d’influence

considérable sur le rendement [164]. Ainsi, un criblage des facteurs environnementaux pouvant
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influencer le rendement en huile du myrte a été réalisé par 1’équipe de Fadil [165] suivant une
étude chimiométrique. Cette étude a rapporté que les individus ensoleillés, a petite taille, et a
petites feuilles sont plus rentables en huiles que celles ombrés, de grande taille et a grandes

feuilles.

Vingt-sept composés ont été identifiés lors de I’analyse de I’HE des feuilles du M. communis,
constituant 90,3% de I’huile totale (Tableau 11). La composition chimique de cette huile est
marquée par I’abondance des dérivés terpénique représentant 36,15%, les monoterpénes
oxygénés 35,16% et les monoterpenes hydrocarbonés qui représentent 17,62%. Cependant que
les sesquiterpenes ont été présents sous forme de trace 1,37%. Les principaux composés de
I’HE des feuilles du myrte sont I’acétate du myrtenyl 33,67%, le 1,8 cinéol 19,77% et le
limonene 8,96%. Peu de résultats corroborent avec ceux obtenus. En fait, Gardeli et son équipe
[164] sont les seuls qui ont trouvé 1’acétate de myrtenyl comme composé majoritaire a 39%.
Cependant que la plupart des auteurs ont confirmé la présence de a-pinene comme
majoritaire[161], [166]-[168]. Ainsi que le 1,8-cineol [160], et le linalool [169]. Appart,
I’étude comparative menée par Chalchat et al [170] a enregistré la différence entre les
compositions chimiques des huiles des feuilles de myrte pendant la floraison, originaires de
cing pays différents. En fait, les échantillons du Yougoslavie ont été similaire a ceux marocains
riches en 1,8 cineol (32,5-37,5%), en a-pinéne (18,5-25,0%), et en acétate de myrtenyl (14,8-
21,1%). Ce dernier a été absent dans les huiles de la Tunisie, de Corsica, et du Liban riche en
a-pinene (32%). Tisserand et al [55] résume les profiles possibles du myrte, ses quatre premiers
majoritaires souvent rencontrés, ou a-pinéne varie entre 18.5-56.7%, 1,8 cinéol varie entre
18.9-37.5% , I’acétate de myrtenyl entre 0.1-21.1%, et le limonéne entre 5.1-12.7%.

Tableau 11: Composition chimique de I'HE de M. communis

Composés Air% TR IR Mode Références
d’identification

Acétate de myrtenyl 33,67 20,12 1321 1,2 [167]

linalool 19,77 10,87 1103 1,2 [167][171]

1,8-cinéol 10,65 8,41 1032 1,2 [167]

Limonene 8,96 8,29 1028 1,2 [167]

a-pinéne 7,17 5,48 931 1,2 [167]

B-fenchyl alcohol 3,1 14,75 1195 1,2

4,6-diethyl-2- methopyrimidine 1,35 27,91 1510 1,2

0-cymene 1,05 8,13 1024 1,2

methyl d’eugénol 0,96 23,37 1398 1,2

a-Humuléne 0,42 25,52 1451 1,2 [167]

1,2-epoxide Humuléne 0,41 31,56 1604 1,2

estragol 0,34 14,85 1197 1,2

oxide de caryophyléne 0,32 30,48 1576 1,2 [167]

cis-oxide de linalool 0,27 9,75 1070 1,2

trans-oxide de linalool 0,25 10,34 1087 1,2
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trans-Caryophyllene 0,22 24,06 1415 1,2

terpinene-4-ol 0,2 14,13 1180 1,2 [171]
acétate de Néryl 0,18 21,62 1356 1,2 [167]
phénol 0,18 28,56 1527 1,2

a-Thujene 0,16 5,28 924 1,2 [167]
8-3-caréne 0,15 7,61 1009 1,2

B-pinene 0,13 6,69 977 1,2 [167]
cis-3-hexenyl butanoate 0,12 14,48 1188 1,2

citral 0,1 17,78 1266 1,2

Monoterpénes hydrocarbonés 17,62

Monoterpénes oxygénés 35,16

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,64

Sesquiterpenes oxygénés 0,73

Autres 36,15

Totale 90,3

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

7. Mentha spicata
Un rendement en HE de 0,7% a été obtenu par 1’hydrodistillation de la partie aérienne de M.
spicata. Le rendement en HE de cette plante dépend de plusieurs facteurs. En effet, une étude
a montré que le rendement en HE, influencé par la saison, varie entre 0,1% en Auvril et 1,8% en
fin d'été / début d'automne[172]. Une autre étude a montré que le rendement peut étre influencé
par la méthode d’extraction, ou le rendement a dépassé les 10% avec une optimisation de

I’extraction par le CO2 supercritique [173].

Cinquante-cinq composés ont ¢té identifiés lors de ’analyse de I’HE de M. spicata, formant
96,34% de I’huile totale (Tableau 12), avec une abondance de monoterpenes remarquable
représentant 31,53% de ceux hydrocarboneés et 43,68% de ceux oxygénés. Pendant que les

sesquiterpenes ne représentent que 10,22% de ceux hydrocarbonés, et 0,3% de ceux oxygeénés.

Quatre composés majoritaires ont été identifiés, le carvone 26%, le 1,8-cinéol 15,2%, le B-
myrcéne 12,5% et le limonéne 10,29%. Ces résultats concordent avec ceux déja publiés surtout pour le
carvone, qui a été enregistré comme composé majoritaire pour la plupart des études menées sur la
composition chimique de I’HE de M. spicata, [174]-[177]. Tisserand et al [55] résume cela, et propose
un profil générale a cette HE, variant pour le carvone entre 57.2 et 68.4%, pour le limonéne entre 9.1 et
13.4%, et pour le f-Myrcene entre 2.3 et 4.7%.
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Tableau 12: Composition chimique de I'HE de M. spicata

Composés Air % TR IR Mode Références
d'identification

Carvone 26,00 21,69 1358 1,2 [173][176]

1,8 cineol 15,20 8,41 1031 1,2 [173]

,B,-Myrcene 12,50 6,96 987 1,2 [176]

D-Limonene 10,29 8,29 1028 1,2 [173]

D-Germacrene 6,86 26,56 1476 1,2

Caryophyllene 6,41 24,06 1415 1,2

B-Pinene 3,03 6,69 977 1,2

1-Butanone 2,08 23,11 1392 1,2

1R-o-Pinene 1,72 5,49 932 1,2 [176]

B-Phellandrene 1,58 6,53 971 1,2

(E)-B-Famesene 1,18 25,51 1451 1,2

v-Elemene 0,77 27,13 1490 1,2

(E)-p-ociméne 0,75 8,47 1033 1,2

Acide pentanoique 0,47 16,42 1234 1,2

(-)-B-Bourbonene 0,43 22,59 1380 1,2 [176]

y-Terpinene 0,37 9,3 1056 1,2 [176]

Limonéne 0,35 14,74 1194 1,2

Resorcinol 0,34 12,19 1132 1,2

B-Elemene 0,34 22,86 1386 1,2

2-Isopropyl-5-methyl-9-methylene-bicyclo-1- 0,32 25,79 1458 1,2

decene(4.4.0)

B-Methylallylbenzene 0,30 10,49 1089 1,2

a- Terpinolene 0,28 10,29 1084 1,2

2-Methylbutyl valerate 0,26 11,16 1107 1,2

2,4-Hexadiene, (E,Z)- 0,26 20,11 1321 1,2

d-cadinene 0,25 28,06 1514 1,2

(.+/-.)-Pulegone 0,24 16,5 1236 1,2 [176]

5-1sopropenyl-2-methylcyclopent-1- 0,24 20,71 1335 1,2

enecarboxaldehyde

Citronellol 0,23 16,07 1226 1,2

acide Isovaleric 0,23 11,09 1105 1,2

Terpinene- 4 - ol 0,23 14,12 1179 1,2

(+)-4-Carene 0,23 7,87 1016 1,2

cis-Sabinenhydrate 0,22 9,75 1069 1,2

cis-Z-,a,-Bisabolene epoxide 0,20 30,48 1576 12

a-Terpinéol 0,19 13,71 1169 1,2

v-Selinene 0,19 32,03 1617 1,2

linalool 0,18 10,85 1099 1,2 [173] [176]

3-Octanol 0,17 7,19 996 1,2

Cymen-8-ol 0,17 14,41 1186 1,2

n-Amyl isovalerate 0,16 10,95 1102 1,2

a-Muurolene 0,15 26,35 1471 1,2

a-ocimene 0,15 8,85 1043 1,2

B-Citronellol 0,15 18,01 1271 1,2

cis-Jasmone 0,15 22,99 1389 1,2

Copaene 0,14 22,27 1372 1,2

Acide butanoique 0,14 16,2 1229 1,2

Spatulenol 0,13 30,31 1572 1,2 [176]

Isopiperitenone 0,13 17,8 1266 1,2

I-calamnene 0,12 28,12 1515 1,2

1,5,5-Trimethyl-6-methylene-cyclohexene 0,11 20,43 1328 1,2

Monoterpénes hydrocarbonés 31,53

Monoterpenes 0xygénés 43,68

Sesquiterpenes hydrocarbonés 10,22

Sesquiterpenes oxygénés 0,33

Autres 10,57

Totale 96,34

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams
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8. Pelargonium asperum
L’analyse de composition chimique de I’HE de la partie aérienne du P. asperum a permis
d’identifier soixante-douze composes représentants une air cumulée qui correspond a 97,09%

des aires cumulées de I’ensemble des constituants (Tableau 13).

Parmi les composés terpéniques identifiés, les monoterpenes oxygénés représentent la classe
majoritaire avec 49,38%, contre 3,57% de monoterpénes hydrocarbonés. En plus de la classe
des sesquiterpénes hydrocarbonés représentant 14,71% contre 2,11% de ceux oxygénés. Ainsi,

d’autres dérivés terpéniques ont représenté 27,32% de ’huile totale.

Les composes prédominant dans cette huile sont citronellol (25.07 %), formate de citronellyl
(10.53 %), géraniol (10.46 %), anthranilate de buthyl (5.93 %) et isoménthone (5.88%). Ces
résultats supportent ceux obtenus par plusieurs études de la composition chimique de I’HE de
la partie aérienne du géranium, prédominée souvent par le citronellol [178]-[182].

Cependant, L’étude de I’huile des feuilles et I’huile des tiges séparément, a montré la non-similarité de
leurs compositions chimiques, ou la premiére répande le citronellol plus que la deuxieme, et le contraire
pour le géraniol [183]. Généralement, I’équipe de Tisserand [55] et celui de Ghedira [108] disent
que I’'HE du P. asperum récolté en Chine, en Egypte, au Maroc, et a la réunion, ont été
prédominés par le citronellol et le géraniol. Ainsi, le linalool a été trouvé parmi les composants

principaux des HEs des pays cités, a I'exception de celle chinoise.

L’utilisation d’une méthode d’extraction, autre que I’hydrodistillation peut influencer la
composition chimique. En effet, I’extraction par micro-extraction sur phase solide a mis en
¢vidence la présence majoritaire d’iso-menthone contre le citronellol extrait par
I’hydrodistillation. En revanche, la composition chimique de I’huile extraite de la plante a 1’ état
frais, comparée a celle a 1’état sec, n’a pas enregistré de différence significative avec
I’hydrodistillation. Cependant, a-guaiene a représenté le composé majoritaire de 1’huile extraite
de la plante fraiche par la microextraction sur phase solide , contre 1’iso-menthone extrait de la
plante séche [184].

L’étude menée sur le type de culture adopté pour le géranium n’a montré aucune influence sur
la composition de son HE. En effet, ni sa culture intercalaire avec la menthe (Mentha arvtensis.
L), ni l'espacement entre ses rangs n’ont montré un changement au niveau de la composition de

sa HE prédominée par le citronellol et le géraniol [185], [188].
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Tableau 13 Composition chimique de I'HE de P. asperum

Composés Air% TR IR Mode References
d’identification

Citronellol 25,07 16,0945 1226 1,2 [180], [181], [188]

Formate de citronellyle 10,53 18,0255 1272 1,2 [188]

Géraniol 10,46 17,0653 1249 1,2 [1801], [188]

Buthyl anthranilate 5,94 32,0361 1617 3

Isomenthone 5,88 13,4688 1163 3 [180], [181], [188]

Formate de géranyle 4,10 19,0741 1296 1,2 [180], [188]

Linalool 3,62 10,8512 1099 1,2 [180], [181], [188]

Benzyl acetyl acetate 3,06 26,9484 1486 3

3 —Bourbonéne 2,13 22,5875 1379 1,2 [180], [188]

B-Chamigréne 1,98 26,5515 1476 3

Caryophylléne E 1,97 24,0519 1415 1,2

y-cadinene 1,90 28,0588 1514 1,2 [180], [181], [188]

Cis-oxide de rose 1,55 11,2401 1109 1,2 [180], [188]

1R-a-Pinene 1,22 5,4846 931 1,2 [180], [181], [188]

o —Copaene 1,12 22,2657 1372 3 [180], [181]

Germacrone 1,07 34,8871 1693 3

2E,4Z-ethyl-decadienoate 0,95 26,2002 1467 3

Epi-B-santaléne 0,86 25,2695 1445 3

Nootkaténe 0,81 28,2116 1518 3

Phenyl ethyl tiglate 0,77 30,6227 1580 1,2 [181]

a-Patchoulene 0,71 25,6825 1455 3

Trans-Menthone 0,69 13,1014 1154 3 [180], [188]

a-Guaiene 0,63 24,9691 1437 3

Trans-rose oxide 0,59 11,8811 1125 1,2 [180], [181], [188]

p-Cymene 0,55 8,1344 1023 1,2 [180], [188]

Acétate de géranyl 0,52 22,4534 1376 1,2 [181]

Trans muurola-3,5-diene 0,47 25,5136 1451 3

Trans-g-macrocarpene 0,44 28,6005 1528 3

Maltyl-isobutyrate 0,42 27,2837 1494 3

Germacrene A 0,40 27,8496 1508 3 [180]

Drim-8(12)-ene 0,39 27,1442 1491 3

D-Limonene 0,35 8,2873 1028 1,2 [180], [181], [188]

a-Terpinyl isobutanoate 0,34 26,3316 1471 3

a-Terpineol 0,34 14,7455 1194 1,2 [180], [188]

Geranial 0,30 17,7814 1266 1,2 [180], [188]

g-Muuroléne 0,29 26,6588 1479 3

Cis-calamenen-10-ol 0,28 33,6292 1660 3

a-Longipinene 0,27 21,2519 1348 3

B-Pinéne 0,27 6,9597 987 1,2

Cis-ocimene 0,25 8,4723 1033 1,2 [180], [188]

Trans-ocimene 0,25 8,8451 1043 1,2 [180], [188]

a-Cubebene 0,24 21,0776 1344 1,2 [188]

B-Vetivenene 0,21 29,6143 1554 3

-Eudesmol 0,20 33,251 1649 3 [188]

Undecanoate de méthyle 0,19 24,4837 1425 3

Z-néral 0,19 16,5209 1236 1,23

o-Funebrene 0,15 23,5477 1402 3

Trans-cadina-1,4-diéne 0,15 28,7668 1532 3

Spathulenol 0,14 30,5047 1577 3

B-Phellandréne 0,14 8,357 1030 1,2

a-Calacoréne 0,14 28,9438 1537 1,2

Menthol 0,13 14,4719 1188 1,2

 —Elemene 0,13 22,8531 1386 1,2

Isobornyl-2-methyl-butanoate 0,13 28,4235 1523 3

a-Phellandrene 0,13 7,539 1007 1,2 [180], [188]

2-Phenyl ethyl butanoate 0,12 25,0603 1439 3

Modeph-2-ene 0,10 22,7082 1382 3

Monoterpénes hydrocarbonés 3,57

Monoterpénes oxygénés 49,38
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Sesquiterpenes hydrocarbonés 14,71
Sesquiterpenes oxygénés 2,11
Autres 27,32
Totale 97,09

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

9. Ormenis mixta
L’analyse chromatographique de I’HE des sommités fleuries d’Ormenis mixta poussant a 1’état
sauvage dans la région de Taounat a dévoilé quatre-vingt-huit composés représentant 98,26%
de I’huile totale (Tableau 14).

Parmi les composés terpéniques identifiés on note dans la fraction des monoterpénes 22,31%
de ceux hydrocarbonés contre 17,62% de ceux oxygenes. Ainsi, la fraction sesquiterpenique

composée de 27,26% de ceux hydrocarbonés contre 10,75% de ceux oxygenés.

Les composés majoritaires obtenus par I’hydrodistillation de la partie aérienne d’ormenie sont :
1,8 cinéol (10.28%), (E)-p-Famesene (9,04%), a-Pinene (8.54%) et le 5-Eleméne (5,45%).
Généralement, I’HE d’O. mixta est qualifiées de complexe, car elle contient des dizaines de

composés, et ne possede aucun composé dominant.

L’HE d’0O. mixta de la forét de Maamora [186] est composée principalement d’alcool de
santoline (37,7 %), et d’autres constituants a des teneurs relativement faibles 1’a-pinéne (4,8
%), la camphénilone (4,8 %), I’alcool de yomogi (4,5 %), le germacrene (3,3 %), le 1,8-cinéole
(3,2 %) et le cubénol (3,2 %). Le méme composé majoritaire a été trouve par 1’équipe de Zrira
étudiant la composition chimique de I’HE de Salé et de Kénitra [187].

L’étude menée par 1’équipe d’Elouaddari [19] a aussi prouvé le polymorphisme
chimique important rencontré chez /°’O. mixta. En effet, ils ont montré que le profil chimique
de 9 échantillons d’O mixta de différentes régions du Maroc est tres variable. La teneur et la
nature des composés majoritaires varient considérablement d’un échantillon a I’autre en
fonction de I’origine des plantes. En fait, a Benguerir, Kenitra, Settat, Meknés et Tamesna on
rencontre le camphre (14-27%), le B-myrcéne (3-17%) et le santolina triene (3-15%). Tandis
que celui de Chefchaouane on trouve B-myrcéne (3-17%), trans-p-farnésene (18%) et
tridécanone (16%). Alors que celui d’Oujda est dominé par B-farnéséne (43%), celui de
Bouznika répand le Méthacrylate de 2-méthyl-2-trans-butényle (34%) et celui de Sidi Alal

Ibahraoui contient le santoline (17%) et le 1,8-cinéole (12%).
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Tableau 14: Composition chimique de I'HE d'O. mixta

Composés Air% TR IR Mode References
d’identification

Germacrene 11,46 26,56 1476 1,2
1,8 Cineol 10,28 8,4 1031 1,2 [19]
Cis-methyl d’isoeugénol 9,04 25,51 1451 1,2
a-pinéne 8,54 5,48 931 1,2
3-Elemene 5,45 20,59 1332 1,2
Cis-Cadina-1(6),4-diéne 3,19 25,97 1462 1.2
D-Limonene 2,71 8,28 1027 1.2
B-Myrcene 2,57 6,95 987 1,2 [19]
Germacrene B 2,28 29,81 1559 1,2
g-Patchoulene 2,23 27,59 1502 1,2
Sesquithureferol 2,09 32,13 1604 1.2
Terpinen-4-ol 2,06 14,12 1179 1.2
Sabinéne 2,01 6,52 971 1,2
10-epi-g-eudesmol 1,87 32,3 1621 1,2
4,8-a-epoxy-Caryophyllane 1,85 24,06 1414 1,2
y-Terpinene 1,76 9,29 1056 1,2
Maltyl isobutyrate 1,64 27,29 1494 1,2
Isobornyl n-butanoate 1,42 26,42 1473 1,2
Cis—dihydro-mayurone 1,34 31,22 1595 1,2
g-Eudesmol 1,27 32,65 1630 1,2
B-Selinene 1,22 27,13 1490 1,2
Dihydro-citronéllole 1,08 14,74 1195 1,2
Cis-Bdamascone 1,02 22,86 1386 1,2
3-Cis-acétate d’hexenyle phényle 1 32,89 1633 1,2
Angustione 0,91 22,27 1372 1,2
a-Terpinéne 0,88 7,87 1016 1,2
Pentanoate de citronelle 0,85 32,53 1624 1,2
2’,3°,3’-Trimethyl-2",3’-dihydroangelicin 0,85 41,78 1892 1,2
Hydro-cinnamaldéhyde 0,82 31,57 1598 1,2
0-Cyméne 0,81 8,13 1023 1,2
Spathulenol 0,71 30,48 1576 1,2
Bornéol 0,7 13,78 1171 1,2
2E-4E-Octadienol 0,56 11,44 1114 1,2
Cis-carvyl-acétate 0,55 21,98 1365 1,2
Dehydro-aromadendrane 0,53 25,89 1460 1,2
a-Macrocarpéne 0,51 26,34 1471 1,2
Perilléne 0,48 10,96 1102 1,2
a-Terpinoléne 0,47 10,29 1084 1,2
Cis-trans-jasmonol 0,46 20,44 1328 1,2
Trans-tagétone 0,43 12,49 1139 1,2
Hexyl-isovalerate 0,42 18,17 1241 1,2
B-Pinéne 0,39 6,69 977 1,2
3-cis-angélate d’Hexenyle 0,39 18,46 1275 1,2
2-cis, 6-trans-farnesol 0,37 35,9 1722 1,2
2-Phenyl ethyl tiglate 0,35 30,83 1585 1,2
Hinesol 0,35 33,31 1640 1,2
2E,4E-Heptadienol 0,3 7,76 1013 1,2
Hexyl-2-methyl-3-pentenoate 0,3 20,1 1321 1,2
g-Asarone 0,3 30,31 1572 1,2
Camphene 0,25 5,72 940 1,2
Cis-dihydro-a-terpinéol 0,24 13,35 1160 1,2
2-cis- valérate d’hexenyl 0,23 19,08 1282 1,2
a-Thujéne 0,22 5,27 923 1,2
3E-2-Furyl-acrolein 0,22 11,16 1107 1,2
a-Chamipinene 0,22 23,29 1396 1,2
2,5-Dimethyl styrene 0,2 10,84 1099 1,2
Iso-Jasmone 0,18 22,99 1389 1,2
Cis-p-menthan-2-one 0,17 15,04 1195 1,2
Germacrene A 0,17 27,85 1508 1,2
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Cis-p-acétate de santalol 0,17 39,24 1817 1,2
3-3-Carene 0,16 7,65 1010 1,2
(2E)-acétate d’octénol 0,16 15,33 1208 1,2
Isoelemicin 0,16 30,16 1568 1,2
Acétate d’élemol 0,16 34,4 1680 1,2
p-Cymenéne 0,15 10,48 1089 1,2
Chrysanthemy! alcool 0,15 13,07 1153 1,2
n-Décanal 0,14 15,33 1202 1,2
Cis-8-hydroxy-linalool 0,14 32,2 1619 1,2
Longibornéol 0,13 31,34 1598 1,2
Oxide de dehydroxy cis-linalool 0,12 7,53 1006 1,2
Cis-acétate de pinocarvyl 0,12 19,7 1311 1,2
Methyl undecanoate 0,12 24,48 1425 1,2
Ethyl 3-methyl-pentanoate 0,11 5,92 948 1,2
Trans-vértrocitral C 0,11 11,08 1105 1,2
1-Phenyl-pentan-3-one 0,11 20,74 1336 1,2
Acétate d’hexenyl 0,1 7,48 1005 1,2
a-Eudesmol 0,1 34,36 1651 1,2
Monoterpénes hydrocarbonés 22,31

Monoterpénes oxygénés 17,62

Sesquiterpenes hydrocarbonés 27,26

Sesquiterpenes oxygénés 10,75

Autres 20,35

Totale 98,26

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliotheque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams

10. Citrus aurantium (Feuilles)
L’hydrodistillation des feuilles de 1’arbre de C. aurantium a permis d’obtenir un rendement en
HE de 0,8%. Cette valeur reste proche a celle trouvée par Sharma et Vashist [188], cependant
qu’elle dépasse doublement celle trouvé par Metoui et son équipe [189]. Une des recherches
menée sur le rendement de cette huile a lié sa variation a la saison qui a enregistré une différence
minime entre le mois d’Avril, juillet et septembre [21], Une autre étude a lié cette variation au

temps d’extraction ou la différence a été largement significative.

Suivant la littérature, la variation du rendement de I’HE des feuilles du bigaradier a été liée a la

saison, ou le rendement

L’analyse de la composition chimique de I’HE obtenus de 1’hydrodistillation des feuilles du

bigaradier a permis d’identifier seize composés représentant la totalité de 1’huile.

Cette huile se compose principalement de dérivés terpéniques représentant 50,44% de 1’huile
totale, suivi de 45,82% des monoterpénes oxygénés. Cependant que les monoterpénes
hydrocarbonés ne représentent que 3,57%. La présence des sesquiterpénes est significativement
négligeable avec 0,17% de ceux hydrocarboneés et 0% de ceux oxygenés (Tableau 15).

Les composés majoritaires identifiés sont 1’acétate de linalyl 41,88% ; le p-linalool 32,99% et

le terpinene-4-ol 10,54%, En comparant ces résultats aux études précédentes, on remarque que
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la teneur des deux premiers composés a varié dans I’HE des feuilles du C. aurantium
conditionnellement. En effet, Druzic et son équipe [190] a trouvé 19,3% d’acétate de linalyl et
12,3% de linalool, Metaoui et ses collaborateurs [189] a trouvé 39,3% de linalool et 32,1%
d’acétate de linalyl. L’étude menée par 1’équipe d’Ellouze [21] a expliqué cette variation par
I’effet de la saison de récolte qui joué un role significatif sur le taux des composés majoritaire,
ou le linalool a connu son maximum en mois d’Avril avec 65,97% et son minimum avec 43,2%
en mois de novembre, contrairement a 1’acétate de linalyl qui a connu son maximum avec
24,77% en mois de novembre, mais qui a été totalement absent en mois d’avril. Ainsi, L’age de
la feuille a été rapporté comme facteur influengant le profil chimique de I’HE [191]. En fait, le
taux de linalool est plus important chez les jeunes feuilles que les vielles, contrairement a
I’acétate de linalyl. De pasquale et ses assistants [192], qui ont caractérisé cing clones de C.
aurantium, ont confirmé que le profil chimique de leurs HEs varie selon la morphologie et le
germoplasme. En fait, le taux d’acétate de linalyl a pu atteindre 73,1% dans un clone, alors
qu’il n’a pas dépassé 0,3% dans un autre. D’autres études ont montré que I’acétate de linalyl
peut se dégrader en linalool, en nérol ou aussi en géraniol pendant une hydrodistillation a haute
température [193], ce qui peut expliquer la présence de linalool pendant des périodes ou

I’acétate de linalyl doit dominer.

Tableau 15: Composition chimique de I'HE des feuilles du C. aurantium

Composés Air % TR IR Mode Références
d’identification

Acétate de linalyl 41,88 17,02 1248 1,2 [189]

B-Linalool 32,99 10,87 1100 1,2 [189] [190]

a-Terpineol 10,54 14,75 1195 1,2 [190]

Acétate de géranyl 5,68 22,46 1376 1,2 [190]

Acétate de neryl 2,88 21,62 1357 1,2 [190]

B-pinene 1,92 6,96 987 1,2 [189]

Nerol (cis-geraniol) 1,56 1594 1223 1,2 [190]

(2)-B-Ocimene 0,73 8,85 1043 1,2

O-Cymen-5-ol 0,46 19,22 1300 1,2

Limonene 0,36 8,29 1028 1,2 [189]

(E)- B-Ocimene 0,34 8,47 1033 1,2

Trans-y-Caryophyllene 0,17 24,05 1415 1,2

Geranial (o-Citral) 0,15 17,78 1266 1,2

Sabinene 0,12 6,53 971 1,2 [190]

Terpinen-4-ol 0,12 14,13 1179 1,2 [189]

a-Caréne 0,1 10,29 1084 1,2

Monoterpénes hydrocarbonés 3,57

Monoterpénes oxygénés 45,82

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,17

Sesquiterpenes oxygénés 0

Autres 50,44

Totale 99,99

TR : Temps de rétention sur la colonne capillaire DB-5 en minutes ; IR: Indice de rétention par rapport a n-alcanes sur la colonne capillaire
DB-5. 1: comparaison de nos données avec la bibliothéque de spectre de masse NIST 2013. 2: comparaison de nos données avec la bibliothéque
d'index de conservation 2014, 3: comparaison avec les données de la base de données Adams
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11. Citrus aurantium Zest
L’hydrodistillation du zest du fruit de C. aurantium a révélé un rendement de 1,85%. En faisant
appel a la bibliographie, ce rendement a été assez proche a celui trouvé 1’équipede Sarrou [191]
et par celui de Hosni [194] mais non pas a celui trouvé par I’équipe de Da Camara [195] qui

n’a pas dépassé 0,55% malgré qu’il est récolté aussi en janvier.

L’analyse de I’HE obtenue du Zest du fruit du C. aurantium a permis 1’identification de trois
composés représentants 97,88% de 1’huile totale. Une teneur qui atteint 96% de limonéne a été
enregistrée, cependant que le sabinene et le 6-3-carene n’ont représenté que 0.45 % 1.43 %
respectivement. Ces trois composes représentent a la fois la teneur de I’huile en monoterpenes
hydrocarbonés. Les études déja menées sur la composition de I’HE du zest ont révélé que le
D-limonene a été toujours le composé majoritaire [191], [195], [196]. Sa teneur peut varier
suivant la saison[197], ou, aussi suivant le stade de maturité [198].

IVV- Conclusion
Les HEs sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines de composés. La

valorisation de ces extraits peut commencer par la détermination de leurs compositions

chimiques qui peuvent mieux orienter leurs utilisations.

Cette recherche a été focalisée sur I’analyse des HES de cinq Lamiaceae, deux Asteraceae, un
Myrtaceae, un Geraniaceae et un Rutaceae. L’évaluation de la productivité de ces especes en
termes d’HE en plus de I’identification des constituants de ces huiles nous a permis de conclure

que :
Les rendements en HES obtenus ne s’écartaient pas de la moyenne comparés a d’autres études.

La composition chimique analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM) a montré la teneur remarquable des onze HEs en
monoterpenes, en composés phénoliques, en alcools, en éther, en cétone..., des composés
connus généralement par leur effet antibactérien et antioxydant. Dans ce sens, les chapitres a
voir dans ce manuscrit seront dédies a la valorisation de ces deux effets influencant différentes

industries surtout alimentaires et pharmaceutiques.
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Chapitre Il : Activité antibactérienne : Criblage, détermination de
la CMI et de la CMB

l. Introduction

Les HEs sont des métabolites secondaires de plantes qui sont bio-synthétisés pour protéger la
plante des facteurs extrinseques. En fait, plusieurs espéces sont dotées d’un effet antibactérien

potentiel.

Les composants a fortes concentrations (terpenes, terpénoides, molécules a cycle aromatique)
jouent un role majeur dans l'effet antibactérien / biologique des HEs [17]. Parmi leurs composés
antibactériens importants : les phénols, les alcools, les éthers, les aldehydes, les hydrates de
carbone et les cétones[199]. Les HEs avec des aldéhydes ou des phénols en tant que composants
principaux (cinnamaldehyde, citral, carvacrol, eugenol ou thymol) sont les plus efficaces,
suivies des huiles contenant des alcools terpéniques [30]. Les HEs avec des cétones ou des
esters (B-myrceéne, a-thujone ou acétate de geranyle) possedent une activité généralement plus
faible [73], [200].

Aujourd’hui, certaines HEs brutes comme I'origan, le thym, le basilic et la cannelle ont été
classées comme GRAS (Generally Recognized As Safe) par la FDA (Food and Drug
Administration des Etats-Unis). De méme, plusieurs composés, y compris le thymol, le
carvacrol, le linalool, le carvone, I'eugénol, le cinnamaldehyd, le citral et le limonene, ont été

acceptes pour étre utilisés dans les aliments par la Commission européenne [116].

D’apres tout ce qui précéde, ce chapitre, aura pour objectif 1I’évaluation de la corrélation entre
la composition chimique obtenue et 1’effet antibactérien de chaque huile analysée sur quatre
souches bactériennes : les bacilles et les cocci du Gram positive représentées respectivement
par bacillus subtilis et staphylococcus aureus, et deux bacilles du Gram négative représentée

par Escherichia coli (entérobactérie) et Pseudomonas aeruginosa.

1. Matériel et méthodes :

1. Souches microbiennes cibles
Bacillus subtilis ATCC 3366, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, et Escherichia coli ATCC 25922.
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2. Conservation des souches
A partir de cultures fraiches de microorganismes préparées sur gélose nutritive, on racle avec

une anse stérile sous hotte a reflux laminaire, des colonies identiques, on essuie I’anse sur la
paroi des tubes remplis de bouillon nutritif. Aprés incubation a la température adéquate de
chaque germe pendant 16 al8 heures, dans des tubes Eppendorf, ImL de I’inoculum est

mélangé avec 1mL de glycérol 40% déja stérilisé par filtration (milifiltre 0,45um).

3. Milieux de culture
La gélose nutritive (Pronadisa), destinée aux microorganismes non exigeants, a été utilisée pour

le repiquage des bactéries.

La gélose de Muller Hinton (Biokar diagnostics, Beauvais, France) a été utilisée pour le criblage
d’activité antibactérienne (aromatogramme), et le bouillon supplémenté de 0,15% d’agar pour

la détermination des CMI des HE contre les bactéries.

4. Préparation des bactéries (culture fraiche)
Dans des conditions aseptiques (hotte a flux laminaire), a partir d’un stock de microorganismes

conservés a —20°C dans du glycérol (20%), on ensemence par anse stérile sur boite de Pétri
contenant une gelose nutritive pour les bactéries, et PDA pour les champignons préalablement
autoclavés (121°C /4bar/15 min) et on les pré-incube pendant 24 h a 37°C (bactérie) et a 25°C

(champignon).

5. Préparation de la solution BaSO4 (0,5 McFarland).
Pour préparer la solution BaSOa, 0,5 ml de la solution (BaCl., 0,048 moL/L) est ajoutée a 99,5
mL de (H2SO4, 0,18 moL/L). La vérification de la densité par spectrophotometre est lue a
625nm, a une densité optique DO de 0,08 a 0,10 ce qui correspond a 0,5 Mc Farland[201].

6. Préparation d’inoculum

Les manipulations réalisées demandaient deux inocula & préparer : Le 1° équivalent & 10®
UFC/mL utilisé pour le test de diffusion sur disque d’agar, et le 2°™ équivalent & 10 UFC/mL
utilisé pour la détermination des CMI et pour les tests de formulation.

Sous hotte a flux laminaire, a partir d’une culture pure et fraiche, on racle des colonies
parfaitement identiques a 1’aide d’une anse stérile, et on prépare une suspension en solution
saline « Eau physiologique » (0,9 % NaCl) équivalente au standard McFarland 0,5 (~ 108
UFC/mL). L’opacité de la suspension bactérienne aprés homogeéneéisation au vortex doit étre

équivalente a 0,5 McFarland, tout en la comparant a la solution BaSO4 prépareée.
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En suite, 200uL de I’inoculum préparé sont ajoutés a 19800uL. de MHB supplémenté de 0,15%
d’agar, homogénéisés au vortex, pour obtenir 10 mL d’inoculum de 10 UFC/mL.

L’ensemencement doit se faire dans les 15min qui suivent la préparation de I’inoculum.

7. Diffusion sur disque d’agar
La méthode de diffusion sur disque d’agar a été réalisé suivant le protocole décrit par CLSI
[201]. Des boites de Pétri de Muller-Hinton sont inoculées par inondation, ou 1mL de
I’inoculum de 108 UFC/mL est étalé sur toute la surface de la boite, puis le surnagent est aspiré
a I’aide d’une micropipette. Un disque de papier-filtre (6 mm) est déposé sur la boite de gélose
déja séchée sous la hotte, En suite, 10uL de chaque HE sont déposés sur le disque. L’HE diffuse
a partir du papier filtre dans la gélose au réfrigérent pendant 2h, pour échapper toute diffusion
des huiles dans I’atmosphére de la boite. Le test a été répliqué 3 fois pour chaque huile. Apres

incubation a 37 ° C pendant 18 a 20 h, les zones d’inhibition sont mesurées.

Inoculum bactérien : Gélose Mueller hinton
108 CFU/ml

l Laisser la surface se sécher

10 pl
Placer un disque stérile sur la surface de la
gélose ensemencée par la souche,

avec une pince stérilisée a la flamme
Huile essentielle

2has°C

~

Incubation a2 37/25°C,24 h

™S

Mesure de la zone d’inhibition en (mm)

Figure 12: Schéma descriptif de la méthode de diffusion sur disc d'agar

8. Concentration minimale inhibitrice
La CMI a été réalisée en microplaque 96 puits en utilisant un dosage de micro-dilution, tel que
décrit par [202]. Au début, dans une microplaque 96puits, a partir d’une solution mére de HE,
une série de dilution de chaque HE est préparée dans du MHB (0,15% d’agar) pour un volume
final de 50uL pour chaque concentration. Ensuite, 50pul. de I’inoculum bactérien de
concentration finale de 106 UFC/mL. 50uL de I’inoculum préparé sont ajoutés aux différentes
concentrations de la série de dilution. Apres incubation a 37 ° C pendant 18 a 20 h, 5 pL de
résazurine est ajoutés a chaque puits comme indicateur de la croissance bactérienne. Le 12°M®

puits a été considéré comme le contrdle de la croissance. Aprés une incubation a 37 ° C pendant
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2 h, la croissance bactérienne a éte révelée par le changement de coloration du violet au rose.
La valeur MIC est déterminée comme étant la plus faible concentration qui empéche un

changement de couleur de la résazurine. Le test a été répliqué 3 fois pour chaque huile.

~

/@ o —r\,\\ws tous les puits
/ P 3 50 I»ll \\‘\

/ N
/

\\\ Microplaque de 96 puits stérile
/ A
[ MHB+ ool 5@
0,15% ‘
d’agar a

partir du Solution mere
28me puits d’HE ou d'ATB
@ @ > /

Inoculum bactérien
Ajusté a 10° CFU/ml Dilution en série a Incubation a 37°C, 18h @

partir du puits de la

solution mere /

@ Ajout de 5 pL de résazurine et
lecture apreés 2h d’incubation

a37°c

Figure 13: Schéma descriptif de la méthode déterminant la CMI

9. Concentration minimale bactéricide
La CMB a été effectuee suivant le CLSI [201], la valeur CMB correspond a la plus faible

concentration d'HEs produisant des sous-cultures négatives apres incubation a 37 ° C pendant
24 heures. Elle est déterminé par étalement de SuL des puits négatifs sur des boites de Pétri

remplies de Lauria Bertani (LB) gélosé. Les expériences ont été réalisées en triplicata.

1. Résultats et discussion :

1. Diffusion sur disque d’agar - Criblage antibactérien
L’activité antibactérienne des onze HES étudiées a été évaluée en utilisant la méthode de
diffusion sur disque. Généralement, cette méthode est sensible, facile a mettre en ceuvre et
nécessite un faible volume d’échantillon. Cependant que cette technique ne peut étre utilisée

juste que pour une mise en évidence qualitative de 1’activité antibactérienne de 1’huile [203].

Les zones d’inhibition obtenues pour les quatre souches sont représentées sur le tableau (16).
D’apreés les zones d’inhibition générées par les HES étudiées, celles d’O. compactum et de T.

serpyllum, suivi par celle d’O. majorana representent significativement la meilleure activité
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antibactérienne contre les quatre souches étudiées. Cependant que les HEs d’O. mixta et du zest
des fruits de C. aurantium représentent significativement la plus faible activité antibactérienne
sur I’ensemble des souches testées. La sensibilité des souches vis-a-vis les HEs de A. herba-
alba, M. spicata, C. aurantium feuilles, L. dentata, M. communis et P. asperum reste modérée

et spécifique.

Par ailleurs, B. subtilis est la seule souche qui a été sensible a toutes les HEs étudiés, tandis que
P. aeruginosa a été la souche la plus résistante avec une sensibilité modérée a six huiles

seulement.

Généralement, 1’activité antibactérienne des HES étudiées a été déja prouvée par plusieurs
¢tudes. L’HE d’O. compactum a été montrée active contre plusieurs souches comme S. aureus,
B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, L. innocua, L. monocytogenes, et P. fluorecens[112]. Comme
elle a été active contre P. putida isolés de la viande[113]. Ainsi, sa forte capacité antifongique
a été déja prouvée contre Botrytis cinerea [114]. Un large spectre antibactérien de I’HE de T.
serpyllum a été mis en relief par Hussain et ses collaborateurs [133] contre plusieurs bactéries
comme S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, B. pumilis, B. cereus, et S. poona, ainsi
que par 1’équipe de Rasooli [130] contre K. pneumonia. L’activité antibactérienne de cette
huile a été démontrée aussi par la méthode de la micro-atmosphere [204]. Le criblage de
I’activité antimicrobienne de I’HE d’O. majorana a permis de découvrir son potentiel inhibiteur
considérable contre vingt-cing souches[205]. Ainsi, Hajlaoui et al [129] a montré le potentiel
antimicrobien de cette huile sur douze bactéries et treize champignons. L’HE obtenue du P.
asperum n’a pas fait I’exception. En fait, son effet antimicrobien, peu étudie, a été démontré
par I’équipe d’Atailia [181] sur dix souches bactériennes dont quatre sont de reférence, a noter
E. faecalis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa. Cette huile a été aussi efficace contre la croissance
de candida albican ainsi que contre la formation de ses filaments[206]. Un pouvoir antifongique
a été aussi révélé contre Aspergillus niger, Penicillium expansum, et Penicillium digitatum
[178]. L’HE du M. communis a démontré sa puissante activité antimicrobienne contre les agents
pathogenes d'altération alimentaire (bactéries et champignons) [207]. Ainsi, Akin et son équipe
[171] a montré que cette huile a été plus efficace que la Meticilline sur E. coli et P. aeruginosa,
que la Gentamicine sur S. aureus et E. coli, et que la Norfloxacine sur S. aureus et P.
aeruginosa. L'activité antimicrobienne de I'huile de la menthe verte a ete efficace contre quatre
souches de bactéries : S. aureus, E. coli, B. subtilis et P.multocida et cing champignons
pathogénes : A. niger, M. mucedo, F. solani, B. theobromae et R. solani [177]. Ainsi des

propriétés antifongiques contre les pathogénes humains Trichophyton rubrum et Trichosporon
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beigelii ont été démontrés[208]. Les HEs d’A. herba-alba et de celle de L. dentata ont un large
spectre antibactérien. Toutefois, cet effet est souche-dépendant. Dans cette étude, ces deux
huiles n’ont pas dévoilé d’effet contre P. aeruginosa. alors qu’elles ont été déja actives contre
plus que neuf souches bactériennes [209][210]. L’HE des feuilles du C. aurantium est connue
par son effet antibactérien qui a été déja prouve [196][211]. Ellouze et al ont démontré méme
que cette activité demeure présente méme s’elle varie avec le changement de la saison [21]. Cet
huile est doté aussi d’un effet antifongique remarquable contre F. oxysporum B. sorokiniana F.
avenaceum B. cinerea et F. solani[189]. Par contre I’HE du zest du fruit du bigaradier est
connue par son effet antibactérien modéré, sinon absent, ce qui correle avec nos résultats [212]
[213]. L’effet antibactérien de I’HE de 1’O. mixta n’a pas été suffisamment étudié. En revanche,
I’étude de I’huile de I’ormenie de Maamoura a démontré une haute activité antibactérienne et

antifongique [186].

Tableau 16: Zones d'inhibition des HEs étudiées

Zones d’inhibition (mm)

Souches B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa
Plantes
O. mixta 11,33+0,58% 9,33+0,58° 0,002 0,002
C. aurantium Z 11,33+2,312 0,002 0,002 0,002
A. herba-alba 12,17+0,29 &b 12,17+0,29 P 11,00+1,73 P 0,002
M. spicata 14,16+0,76 2b¢ 11,83+0,76 ° 9,66+0,58%" 9,33+1,15"
C. aurantium F 14,33+1,53 abc 12,33+1,53 P 10,66+0,58 P< 0,002
L. dentata 15,33+1,15 ab¢ 10,66+0,57 P 12,00+1,73 b€ 9,66+ 1,63 ¢
M. communis 18,33+1,53 2h¢ 17,00+1 P 11,5+0,55¢ 0,002
P. asperum 20,66+3,06 P° 11,66+0,58 P 8,66+1,15 ab 8,33+0,58P
O. majorana 19.66+1.52°¢ 16.33+2.51° 20.33+£2.30¢%¢ 9,66+ 0,57"¢
T. serpyllum 33.00+2.64¢ 36.00+1.73¢ 21.66+2.08¢ 10£1,73°¢
O. compactum 41.66+2.88° 46.66+2.88° 34.33+8.32° 9,00+1b¢

Dans la méme colonne, les moyens suivis par les mémes lettres ne sont pas significativement différents (p < 0.05) tel que

déterminé par le test de Tukey

2. Concentration minimale inhibitrice
Dans le tableau (17), sont consignés les résultats des CMI % (v/v) des HEs des différentes

plantes étudiées. Le potentiel inhibiteur des HEs a eté confirmé par les tests de détermination
de la CMI. B. subtilis a montré sa haute sensibilité vis-a-vis les onze huiles étudiées, avec des
valeurs de CMI qui varient entre 0,031% et 2%. Cependant que P. aeruginosa a montré sa
résistance avec des valeurs de CMI qui dépassent 4%. Une sensibilité Gram-dépendante a été
aussi observee, en fait, les Gram positif ont été plus sensibles que les Gram négatif, et les CMI
de B. subtilis et S. aureus varient entre 0,031% et 2%, cependant que celles d’E. coli et P.

aeruginosa dépassent les 4%.
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Généralement, ’effet antibactérien des HEs a été lié par différents auteurs aux différentes
fonctions organiques existantes (hydrocarbures, alcools, cétones, aldéhydes, esters et acides).
Cet effet est estimé selon 1’inhibition de la croissance, et décroit selon 1’ordre suivant : (+)

Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures (-)

Evidemment, I’activité antibactérienne est aussi liée a 1’abondance d’un des composés actif.
Egalement, il a été suggéré que l'activité antibactérienne des composants majoritaire peut étre
modulée par la présence de ceux minoritaires, et par conséquent, contribuer a I'effet interactif
final de I’huile totale. Par ailleurs, les HES ont le pouvoir de perturber les membranes cellulaires
et les membranes cytoplasmiques des champignons et des bactéries. Mais non seulement grace
a leur composition complexe, mais aussi au fait que leurs composants peuvent agir sur de

nombreux sites cellulaires particuliers [214].

La teneur des HEs étudiées en ces molécules corréle avec leur activité antibactérienne dévoilée.
En effet, la teneur de I’HE d’O. compactum, en carvacrol et en thymol qui sont des phénols
connus par leur pouvoir antimicrobien considérable confirme son efficacit¢é. L’HE d’O.
majorana est riche en 4-thujanol et en terpinen-4-ol, deux alcools aussi connus par leur effet
antimicrobien. Pour le P. asperum, le citronellol, le geraniol et le formate de citronellyl qui sont
les composés majoritaires, ont déja montreé leur effet antibactérien contre différentes souches
[215]. En revanche, I’efficacité spécifique observée contre les souches représentants le Gram
positif peut étre renforcée par 1’étude menée sur le citronellol qui est le composé le plus
abondant dans I’huile du géranium, et qui a montré sont effet contre les Gram positifs, S. aureus

et E. faecalis et non contre ceux négatifs, E. coli et P. aeruginosa [94].

L’effet antibactérien modéré observé chez le myrte, la lavande, 1’armoise, les feuilles du
bigaradier, pourrait étre associée a leurs teneurs en plusieurs molécules, qui sont des éthers, des
esters et des cétones connus par leur effet antibactérien inférieur a celui des phénols et des
alcools [18], [73]. Cependant les huiles du zest du bigaradier et celle d’ormenie ont été les huiles
les plus faibles a causes de leur teneur €élevée en terpénes hydrocarbones. La forte activité
antibactérienne du serpolet, qui fait ’exception malgré sa teneur en composés non oxygénés,
pourrait étre liee au thymol et au p-cyméne qui procedent un fort effet antibacterien [218].
Ainsi, I'effet synergique qui pourrait étre produit par I'interaction du thymol avec le y-terpinéne
et le p-cymeéne fonctionnant comme des monoterpéenes d'hydrocarbures s'explique par le fait
qu'ils facilitent la pénétration du thymol [30]. En effet, le p-cymeéne et le thymol ont déja montré

un effet antifongique synergique [219]. En outre, les trois principaux composés du T. serpyllum
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ont le méme mécanisme d'action contre les bactéries, en fait, ils diminuent les températures de

fusion des lipides des membranes, ce qui augmente la fluidité membranaire [220].

Tableau 17: les CMI des HEs étudiées

CMI % (viv)
P| uches B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa
antes

0. mixta 2 2 * *
C. aurantium Zest 2 * * *
A. herba-alba 0,125 1 2 *
M. spicata 0,25 1 1 >4
C. aurantium Feuilles 1 1 2 *
L. dentata 0,125 1 4 >4
M. communis 0,5 1 4 *
P. asperum 0,031 1 >4 >4
O. majorana 0,125 0,25 0,25 2
T. serpyllum 0,125 0,25 0,125 >4
O. compactum 0,031 0,125 0,062 >4

3. Concentration minimale bactéricide
Le tableau (18) représente les CMB des HEs étudiées. Cette entité peut étre mieux exploitée en

utilisant le rapport CMB / CMI qui traduit la capacité bactéricide ou bactériostatique de chaque
HE. Dans notre étude, un effet bactéricide aussi que bactériostatique ont été produits contre les
quatre souches bactériennes, vu que le rapport CMB/CMI a été inférieure a 2 et supérieur a 2
respectivement. Une différence non-spécifique ni au Gram ni au huile a été observée. Selon la
littérature, I’effet bactéricide de I’'HE de 1°O. compactum a été déja mis en évidence par Bouhdid
et al [112] contre dix souches bactériennes dont trois sont de S. aureus et deux de E. coli,
cependant qu’ils n’ont pas pu définir la CMB de P. aeruginosa. L’huile d’O. majorana a eté
montrée comme huile bactériostatique plus qu’une huile bactéricide contre plusieurs souches
[129], [221]. Concernant I’huile du T. serpyllum, Nikolic et al [134] I’ont démontrée bactéricide
contre P. aeruginosa, E. feacalis, S. salivarius, S. mutans, S. sanguis, L. acidophilus, S.
pyogenes et S. aureus. L’HE de P. asperum a été démontrée bactéricide contre les Gram
positive, tant qu’elle avait un caractére bactériostatique contre les Gram négative[181]. L huile
du myrte a été bactéricide contre plus que vingt souches d’Acinetobacter baumannii, une d’ E.
coli et une de S. aureus [169]. Quatre chemotypes de I’HE d’A. herba-alba ont été testées par
I’équipe de Mighri, contre plusieurs souches. Un caractere bactériostatique a été obtenu avec
les quatre différentes compositions chimiques[157]. Concernant les autres plantes étudiées, peu

d’étude s’ont été intéressées a ce parametre.
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Tableau 18: les CMB des HEs étudiées

CMB% (v/v)
uches B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa

Plantes

O. mixta 2 2

C. aurantium Zest 2 *

A. herba-alba 2 2 >4

M. spicata 0,5 >2 1 >4

C. aurantium Feuilles 1 >2 >2 *

L. dentata 0,5 1 >4

M. communis 2 2 >4

P. asperum 1 2 >2 >2

O. majorana 2 2 0,25 >4

T. serpyllum 0,5 0,25 0,25 >4

O. compactum 0,062 0,125 0,125 >4

Tableau 19: Caractére bactéricide ou bactériostatique des HEs
Souches B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa

Plantes CMBJ/CMI | Caractére CMB/CMI | Caractére CMB/CMI | Caractere CMB/CMI | Caractére
O. mixta 1 Bactéricide 1 Bactéricide - Bactériostatique - -
C. aurantium 1 Bactéricide - Bactériostatique - Bactériostatique - -
Zest
A. herba-alba 16 Bactériostatique 2 Bactéricide - Bactériostatique - -
M. spicata 2 Bactéricide - Bactériostatique 1 Bactéricide - -
C. aurantium 1 Bactéricide Bactériostatique - Bactériostatique - -
Feuilles
L. dentata 4 Bactériostatique 1 Bactéricide - Bactériostatique - -
M. communis 4 Bactériostatique 2 Bactéricide - Bactériostatique - -
P. asperum 32,26 Bactériostatique 2 Bactéricide - Bactériostatique - -
O. majorana 16 Bactériostatique 8 Bactériostatique 1 Bactéricide - Bactériostatique
T. serpyllum 4 Bactériostatique 1 Bactéricide 2 Bactéricide - -
0. compactum 2 Bactéricide 1 Bactéricide 2,02 Bactéricide - -

IVV- Conclusion :

Il ressort de notre présente étude systématique qu’il existe des HES ayant un effet antibacterien

prometteur, ces huiles présentent différents degrés d’activités antibactériennes et confirment

I’hypothése posée suivant leurs compositions chimiques.

Les trois Lamiaceae :

origan, marjolaine et serpolet ont révélé une intéressante activité

antibactérienne. Cela a été confirmé par les valeurs de la CMI et la CMB qui ont aussi mis en

évidence la haute sensibilité de B. subtilis, a la fois, la résistance de P. aeruginosa.

Il est par ailleurs important de souligner que cette propriété doit étre bien exploitée dans

différents domaines : alimentaire, pharmaceutique, cosmetique...Cela a été bien orienté par les

études menées sur les interactions des HEs utilisées comme additifs. En effet, plusieurs
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chercheurs ont exploité 1’effet des interactions produites avec les combinaisons des HEs avec
d’autre huile ainsi que d’autre molécule (antibiotique, enzyme, protéine...). Raison pour
laguelle nous allons consacrer les deux chapitres suivant a évaluer 1’effet antibactérien

combinatoire des HEs étudiées.
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Chapitre 11 : Activité antibactérienne : Mélange binaire

l. Introduction

L’utilisation des HEs comme alternatives protectrices de I'environnement pour lutter contre les
microorganismes pathogénes devient une tendance mondiale [84], [222]. En fait, plusieurs
recherches ont évalué leurs effets contre les bactéries alimentaires, et méme plusieurs HEs ont
été testées dans le fromage [72], la viande [223], et le riz [224]. Cependant, les études sur les
interactions des HEs avec la matrice alimentaire ont été acceptées [76]. En fait, des
concentrations élevées ont été demandées pour obtenir un effet antibactérien similaire a celui
obtenu avec des essais in vitro [29], [116]ce qui peut conduire a dépasser leurs doses toxiques
et a modifier la qualité organoleptique des aliments [29], [30], [220]. Par conséquent, de
nombreux chercheurs étudient le potentiel antibactérien des HEs se concentrent sur leurs
combinaisons et interactions, et tentent de bénéficier de leurs résultats synergiques et augmenter
leur efficacité. Actuellement, des effets antibactériens synergiques et additifs ont été observes
entre de nombreuses HEs, Comme Origanum vulgare et Rosmarinus officinalis, Lippia

multiflora et Mentha piperita, Cymbopogon citratus et Cymbopogon giganteus[77].

Ce chapitre vise a évaluer I’effet antibactérien combinatoire binaire des HEs en utilisant la
méthode de Damier. Une méthode trés utilisée par plusieurs auteurs [76], [79], [82], [84] ou la

synergie, I'absence d’interaction et I'antagonisme peuvent étre facilement détectés [225].

1. Matériel et méthodes :

1. Méthode de Damier (Chackerboard)
Les effets antibactériens des combinaisons des HE contre les souches bactériennes ont été

évaluées en utilisant la méthode de Damier (chackerboard) [83]. Dans cet essai, des dilutions
de chaque deux huiles ont été préparées dans du MHB complété avec de I'agar bactériologique
(0,15% p / v). Le long de I'axe des x (1-11) a travers la plaque, 50 pL de chaque concentration
de la 1% HE ont été ajoutés dans chaque puits de la premiére au 11°™ puits. Ainsi, I'axe des
ordonnées (A-E), 50 uL de chaque concentration de la 2°™ HE ont été ajoutés dans chaque

puits. Le puits 12-A a été consideré comme contréle de la croissance.

L’inoculum bactérien a ensuite été ajouté dans tous les puits pour obtenir une concentration
finale de 108 UFC/mL. La plaque de 96 puits a été ensuite scellée et incubé a 37 ° C pendant

18-20 h. Apreés incubation, 10 pl de résazurine ont été ajoutés a chaque puits pour évaluer la
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croissance bactérienne. Apres une incubation supplémentaire a 37 ° C pendant 2 h, les valeurs

de l'indice CIF ont été calculées en utilisant la formule suivante :

Z ICIF = CIF(A) + CIF(B)

Ou
CIF (A) = CMI (A) en combination
B CMI (A) seul
Et
CMI (B) en combination
CIF (B) = (B)

CMI (B) seule

Les interprétations des valeurs de Y ICIF : < 0.5= synergie; 0.5-0.75 = partial synergie; 0.76-

1.0 = additivité; >1.0-4.0 = indifférence (non-interactive); > 4.0 = antagonisme, [226]

2. Combinaisons binaires
Quatre combinaisons ont été choisies pour étre étudiées. Celles-ci ainsi que les concentrations

a tester ont été déterminées selon la sensibilité de chaque souche vis-a-vis des huiles. Le tableau
(20) présente les combinaisons testées sur chaque souche, et les nombres k et k” présentant la

concentration de | solution mere de chaque huile dans chaque combinaison.

121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 /Microplaque96 puits stérile
ks £0]0|0j0|0]0|0]o]o]0]0]|O
o 20lojojolojo]olololo]o]o]s

o i 00|00 ]0 |0 |0O|O[O|O[O]|O]F
e wen NOIO|O[0O|O]0 |0|0|O[O|0O]O]E
£ - lololoJojoloolololo]o]o]s
- WoloJololo]o]olololo]o]o]
ik O[O]0]0|0 |0 |0[|0|0|0|0|0 |,
SO
A

Control de
croissance K orernnnnns /32%  K/16% k8% k4% k2% k% 2k%

Huile A

Figure 14: Schéma descriptif de la méthode déterminant le CIF indice
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Tableau 20 : k et k' des différentes combinaisons réalisées

Souches combinaisons
B. subtilis C. aurantium zest/ C. aurantium feuilles
O. majorana/ T. serpylum
P. asperum/ O. mixta
0. majorana/ L. dentata
S. aureus P. asperum/ O. mixta
O. majorana/ L. dentata
0. majorana / T. serpylum
E. coli 0. majorana/ L. dentata
O. majorana/ T. serpylum

P. aeruginosa O. majorana/ T. serpylum

1. Résultats et discussion :

k/k’
4/8
212
0,5/8
11
4/8
11
414
1/8
416

8/32

1. Mélange binaire 1 : Origanum majorana/Thymus serpyllum

a. Bacillus subtilis

Le résultat des interactions entre O. majorana et T. serpyllum sur B. subtilis est présenté sur le

tableau (21).

Les indices de CIF ont variés entre 0,62 et 0,75. Deux combinaisons ont révélé une synergie
partielle, (1/4CMI marjolaine ; 1/2 CMI serpotet) (1/2 CMI marjotaine ; 1/8 CMI serpolet).

Tableau 21: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de I’HE d’'O. majorana et de T. serpyllum contre B. subtilis

Huile CMI seule 9% CMI combinaison CIF indice de Type
essentielle (V/v) % (v/v) CIF d’interaction
O. majorana  0.125 0.0312 0,249 0.75 Synergie
T.serpyllum  0.125 0.0625 0.5 partielle

O. majorana  0.125 0.0625 0.5 0.62 Synergie
T.serpyllum  0.125 0.0156 0.1248 partielle

b. Staphylococcus aureus

Le résultat des interactions entre O. majorana et T. serpyllum sur S. aureus est présenté sur le

tableau (22).
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Une synergie partielle a été le résultat obtenu des interactions entre I’HE d’O. majorana et celle
de T. serpyllum contre S. aureus, La combinaisons du 1/4 de la CMI de la marjolaine et du 1/2
de la CMI du serpolet, ainsi du 1/2 de la CMI de la marjolaine + 1/4 de la CMI de serpolet ont

montré leurs capacité de réduire la CMI des deux huiles étudiées avec un indice CIF de 0,75.

Tableau 22: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de I’HE d'O. majorana et de T. serpyllum contre S. aureus

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIF Type

essentielle % (v/v) % (V/v) indice d’interaction

T. serpyllum 0.25 0.125 0.5 0.75 Synergie
partielle

O. majorana 0.25 0.0625 0.25

T. serpyllum 0.25 0.0625 0.25 0.75 Synergie
partielle

O. majorana 0.25 0.125 0.5

c. Escherichia coli

Le résultat des interactions entre O. majorana et T. serpyllum sur E. coli est présenté sur le
tableau (23).

Seule une combinaison de 1/2 marjolaine CMI + 1/4 de serpolet CMI a montré un effet

antibactérien contre E. coli

Tableau 23: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de I’HE d'O. majorana et de T. serpyllum contre E. coli

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIF Type

essentielle % (V/v) % (V/v) indice d’interaction

T. serpyllum 0.125 0.0625 0.5 0.75 Synergie
partielle

O. majorana 0.25 0.0625 0.25

d. Pseudomonas aeruginosa

Le résultat des interactions entre O. majorana et T. serpyllum sur P. aeruginosa est présenté

sur le tableau (24).

L’indice de CIF a varié entre 0,625 et 0,725 révélant deux combinaisons produisant une
Synergie partielle : (1/8 CMI marjolaine+1/2 CMI serpolet) et (1/2 CMI marjolaine +1/8 CMI serpolet).
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Tableau 24: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de ’HE d'O. majorana et de T. serpyllum contre P. aeruginosa.

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIFindice  Type
essentielle % (V/v) % (V/v) d’interaction
O. majorana 2 0.25 0.125 0.625 Synergie
T.serpyllum 16 8 0,5 partielle

O. majorana 2 1 0.5 0.725 Synergie
T.serpyllum 16 2 0.125 partielle

Plusieurs études ont utilisé I’huile de la marjolaine ou du serpolet dans des combinaisons pour
¢valuer le type d’interaction et I’effet antibactérien produit, mais aucune n’a testé leur effet
combiné. L’HE d’O. majorana a été combinée par Gutierrez et al [76] a celle d’O.vulgare, a
celle d’O. basilicum, a celle de R. officinalis, et celle de S. triloba, un effet antibactérien additif
a été obtenu de ces quatre formules. Cependant, cette huile a donné place un effet antifongique
antagoniste une fois mélangé avec I’huile de Juniperus communis[227]. Sa combinaison avec
Piperacillin, Ampicillin, Cefazolin, Carbenicillin, Cefuroxime n’a abouti a aucune
interaction[84]. En revanche, a notre connaissance, le serpolet n’a fait le sujet d’aucune

combinaison antibactérienne.

2. Mélange binaire 2 : Origanum majorana/ Lavandula dentata
a. Bacillus subtilis

Le résultat des interactions entre O. majorana et L. dentata contre B. subtilis est présenté sur le
tableau (25). Les indices de CIF ont variés entre 0,62 et 1. La premiére combinaison a révelé
une synergie partielle, (1/2CMI marjolaine ; 1/4 CMI 1avande) €t la deuxieme a réveélé un effet additif
(1/2 CMI marjolaine ; 1/2 CMI tavande).

Tableau 25: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de ’HE d'O. majorana et de L. dentata contre B. subtilis

Huile CMl seule % CMI CIF CIF indice Type

essentielle (V/v) combinaison d’interaction
% (vIv)

O. majorana  0.125 0.0625 0,5 0,625 Synergie

L. dentata 0,5 0.0625 0,125 partielle

O. majorana  0.125 0,0625 0,5 1 Additivité

L. dentata 0,5 0,25 0,5

b. Staphylococcus aureus
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Le résultat des interactions entre O. majorana et L. dentata sur S. aureus est présenté sur le
tableau (26). Les résultats de I'effet combiné binaire entre I'HE d’O. majorana et celle de L.
dentata ont montré que la combinaison (1/2 CMI wmarjolaine + 1/8 CMI javande) induit un effet
synergique partiel contre S. aureus avec un indice FIC de 0,625. La deuxieme combinaison (1/2
CMI Marjoraine + 1/2 CMI 1avande) @ affiche un effet additif avec un indice CIF de 1

Tableau 26 : Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction

de la combinaison de ’HE d'O. majorana et de L. dentata contre S. aureus

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIF Type

essentielle % (V/v) % (V/v) indice  d’interaction

L. dentata 1 0.125 0.125 0.625 Synergie
partielle

O. majorana 0.25 0.125 0.5

L. dentata 1 0.5 0.5 1 Additive

O. majorana 0.25 0.125 0.5

c. Escherichia coli

En ce qui concerne I'effet combiné contre E. coli, deux combinaisons de 1/2 CMI marjolaine +
1/ACMI javande €t 1/4 de CMI marjolaine + 1/2 CMI javande ONt montré un effet antibactérien
synergique partiel avec un indice CIF de 0,75 (Tableau 27)

Tableau 27: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de I'HE d'O. majorana et de L. dentata contre E. coli

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIF Type
essentielle % (V/v) % (vIv) indice  d’interaction

L. dentata 4 1 0.25 0.75 Partial synergie
O. majorana 0.25 0.125 0.5

L. dentata 4 2 0.5 0.75 Partial synergie
O. majorana 0.25 0.0625 0.25

Comme toute combinaison citée dans ce manuscrit, la combinaison de I’HE de la marjolaine
avec celle de la lavande blanche n’a jamais été testée pour évaluer son effet antibactérien
combinatoire. En outre, L. dentata, n’a jamais été combinée ni a une HE, ni a un antibiotique.

En recompense, la Lavande anglaise (L. angustifolia) a été combiné d’abord a la marjolaine qui
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a produit un effet antagoniste contre S. aureus, et un effet synergique contre P. aeruginosa
[228], en suite, & plus que quarante autres HEs, ou il a montré un effet synergique avec T.

vulgaris, Juniperus virginiana, Citrus sinensis, Daucus carot, et Cinnamomum zeylanicum.

3. Melange binaire 3 : Pelargonium asperum/Ormenis mixta
a. Bacillus subtilis

Le résultat des interactions entre P. asperum et O. mixta sur B. subtilis est présente sur le tableau
(28). Une combinaison (1/2 MIC P. asperum + 1/256 MIC O. a présenté un effet synergique,
avec un indice FIC de 0,50. Les combinaisons.

Tableau 28: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de
la combinaison de ’HE d'O. mixta et de P. asperum contre B. subtilis

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIFindice  Type
essentielle % (VIV) % (VIV) d’interaction
P. asperum 0.031 0.015 0.5 0.50 Synergie

O. mixta 2 0.007813 0.0039

b. Staphylococcus aureus

Le résultat des interactions entre P. asperum et O. mixta sur S. aureus est présenté sur le tableau
(29). Deux combinaisons (1/2 MIC P. asperum + 1/256 MIC O. mixta et 1/2 MIC P. asperum
+ 1/128 MIC O. mixta) ont présenté un effet synergique, avec un indice FIC de 0,50. Les
combinaisons (1/2 MIC P. asperum + 1/64 MIC O. mixta et 1/2 MIC P. asperum + 1/32 MIC

O. mixta) ont montré une synergie partielle avec I'indice FIC de 0,51 et 0,53 respectivement.

Tableau 29: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison d'HE d'O. mixta et de P. asperum contre S. aureus

Huile CMI seule CMI combinaison CIF CIFindice  Type
essentielle % (v/v) % (V/v) d’interaction
P. asperum 1 0.5 0.5 0.50 Synergie
O. mixta 2 0.007813 0.0039
P. asperum 1 0.5 0.5 0.50 Synergie
O. mixta 2 0.015625 0.007813
P. asperum 1 0.5 0.5 0.51 Synergie
O. mixta 2 0.0313 0.015625 partielle
P. asperum 1 0.5 0.5 0.53 Synergie
partielle
O. mixta 2 0.0626 0.0313
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4. Meélange binaire 4 : Citrus aurantium Feuilles/Citrus aurantium Zest
a. Bacillus subtilis

Le résultat des interactions entre C. aurantium feuilles et C. aurantium zest sur B. subtilis est

présenté sur le tableau (30).

Les valeurs d'indice de CIF de la combinaison des deux HEs d'agrumes varient de 0,25 a 1,12,
La combinaison (1/4 CMI feuities + 1/128 CMI 2est) a présenté un effet synergique remarquable
contre B. subtilis avec un indice CIF de 0,25. Ainsi, la combinaison (1/2 CMI feuitles + 1/256
CMI st) présente une activité inhibitrice vis-a-vis la souche testée avec un indice CIF de 0,50

indiquant une interaction synergique partielle.

Les autres combinaisons ont maintenu I'effet inhibiteur avec un indice FIC de 1,125 et 1,06
indiquant l'absence d'interaction. En d'autres termes, toutes les applications combinées testées
entre les deux HES n'ont présenté aucune interaction antagoniste. Il est impératif de souligner
que la combinaison optimale réduit la valeur de la CMI de I'HE de C. aurantium feuilles a un
quart, ce qui est un aspect important de la valorisation de cette HE obtenue a faible rendement

par rapport a celle du zeste.

Tableau 30: Indice de concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) et résultat de I'interaction de

la combinaison de I’HE des feuilles et celle du zest de C. aurantium contre B. subtilis

Huile CMI seule % CMI combinaison CIF CIF Type
essentielle (V/v) % (V/v) indice  d’interaction
Feuilles 1 0,5 0,5 0,50 Synergie
Zest 2 0,007813 0,0039 partielle
Feuilles 1 0,25 0,25 0,25 Synergie
Zest 2 0,015625 0,007813

Feuilles 1 0,125 0,125 1,12 Indifférence
Zest 2 2 1

Feuilles 1 0,06 0,06 1,06 Indifférence
Zest 2 2 1

5. Discussion générale des mélanges binaires :
Généralement, I’interaction entre les composés des deux huiles lors de la combinaison oriente
I’effet antibactérien a obtenir. En effet, ces interactions peuvent produire quatre types de

résultats : indifférence, additivité, antagonisme et synergie.

Méme si de nombreux chercheurs se sont penchés sur I'effet antimicrobien des HES, jusqu'a

présent leur mécanisme d'action n'est pas entierement compris. En revanche, il existe certains
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mécanismes d'interaction antibactérienne typiquement acceptés, et qui produisent un résultat
synergique : I'inhibition sequentielle d'une voie biochimique commune, l'inhibition d'enzymes
protectrices, La combinaison d'agents actifs sur la paroi cellulaire, et I'utilisation d'agents actifs

sur la paroi cellulaire pour améliorer I'absorption d'autres antimicrobiens [229].

L’HE du T .serpyllum et celle d°O. majorana ont été classé parmi les huiles les plus actives sur
B. subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. Cela, nous a mené a évaluer leur effet

combinatoire binaire contre ces souches.

La combinaison de I’huile du serpolet et de la marjolaine a produit une synergie partielle contre
les quatre souches étudiées. Cette combinaison a été déja testée contre L. monocytogenes, par
contre, aucune différence dans l'effet inhibiteur n’a été observée par rapport a 1’effet de chaque

huile seule. Ainsi, aucune explication basée sur la composition chimique n’a été rapportée [71].

Le résultat obtenu dans cette é¢tude, peut étre principalement le produit de 1’interaction de leurs
composés majoritaires : Le p-cymene, le y-terpinene, le thymol, le 4-thujanol, et le terpinen-4-
ol. En effet I’interaction entre les monoterpenes alcools et les monoterpenes hydrocarbures a
été déja rapportée par plusieurs auteurs. Le synergisme produit de ce mélange a été expliqué
par la capacité des hydrocarbures de perméabiliser la paroi cellulaire, et faciliter par
conséquence, la pénétration des alcools dans la cellule bactérienne. Ultee et al. [218] ont
démontré un effet synergique entre le carvacrol et le p-cymeéne et ils ont suggéré que cet effet
se produit lorsque le p-cyméne permet au carvacrol d’entrer plus facilement dans la cellule.
Cependant, il est nécessaire de noter que 1’étude de la combinaison de y-terpinene et de p-
cymene avec le (-) - terpinéne-4-ol a conduit a un effet antagoniste significatif contre E. coli.
Les auteurs ont suggeéré que cet effet peut &tre d a une diminution de la solubilité du terpinéne-

4-ol dans le milieu aqueux une fois combiné avec le y-terpinéne et le p-cyméne [230].

La combinaison entre L. dentata et O. majorana et une combinaison entre une huile a effet
antibactérien moyen contre trois souches, et une huile trés active riche en alcools. Avec cette
combinaison, 1’effet inhibiteur a changé suivant les proportions de chaque huile pour B. subtilis
et S. aureus (Gram positif), et on a obtenu donc une synergie partielle et une additivité d’effet

antibactérien. Cependant, qu’une synergie partielle a été obtenue contre E. coli (Gram négatif).

Plusieurs interactions semblent étre possibles dans cette combinaison, celles qui tendent vers
étre similaire au résultat obtenu par Van Vuuren et son équipe [231] qui ont montre la capacité

du 1,8 cineol de produire une synergie ou une additivité lorsqu’il est en combinaison avec des
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hydrocarbures, comme le limonéne et 1’aromadendréne. Il est supposé aussi que le B-pinéne
(monoterpéne hydrocarboné) entraine une augmentation de I'absorption du (-) - terpinéne-4-ol
et du trans-4-thujanol (alcool monoterpénique) dans la paroi cellulaire. Les mémes mécanismes
pourront toujours expliquer I'effet synergique constaté avec la combinaison d’O. mixta et P.

asperum.

L’HE du zest de C. aurantium n’a été active que contre B. subtilis, pour sa mise en valeur, une

combinaison, avec celle des feuilles riche en alcool mais faible en rendement, a été réalisée.

L'effet combiné antibactérien des HEs de feuilles et du zeste de fruit du C. aurantium n'a pas
été rapporté précédemment. Tandis que Sonboli et al[232] ont montré que le linalool présente
un effet antibactérien élevé par rapport au limonéne et que ces deux composés n'ont aucune
interaction antagoniste, ce qui est en accord avec nos résultats. L'effet synergique entre les deux
HEs étudiées pourrait s'expliquer par la capacité des hydrocarbures monoterpénes a faciliter la
pénétration des monoterpénes oxygénés (celui de I'HE des feuilles) dans la cellule en
interagissant la membrane cellulaire. De plus, d'autres rapports ont montré que des
combinaisons de 1'hydrocarbure monoterpénique (a-pinéne) avec le limonéne ou le linalool ont

montré des effets additifs et synergiques [80].

V. Conclusion :

Quatre combinaisons binaires d’HE ont été testées. La 1°® composée de I’huile d’O. majorana
et de celle du T. serpyllum. Ces deux HEs ont été actives sur les quatre souches étudiées, B.
subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa ce qui a permis de tester leur combinaison sur les
quatre les germes. Un effet antibactérien synergique partiel a été obtenu contre toutes les
souches. La 2°™ combinaison a été composée de I’'HE d’O. majorana et de L. dentata, cette
derniére a été active juste sur B. subtilis, S. aureus et E. coli, ce qui a permis de tester leur
combinaison sur ces trois germes. Un effet antibactérien additif et partiellement synergique a
été obtenu. La 3°™ combinaison a été composée de I’HE de P. asperum et d’O. mixta. Ces deux
huiles ont été actives sur les souches Gram positive. Cette combinaison nous permis d’obtenir
un effet antibacterien synergique contre les deux souches. La 4°™ combinaison a été formulée
de I’HE des feuilles et celle du zest du fruit de C. aurantium. La deuxiéme huile a été active
juste sur B. subtilis, ce qui a permis de tester cette combinaison juste sur cette souche. Deux
formules assurant un effet antibactérien synergique ont été obtenues. En total, vingt

formulations ont possédé un effet antibactérien meilleur que celui de I’HE seule.
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Théoriquement parlant, et si on fait appel au tableau (2), cette méthode si populaire chez les
bactériologistes et les mycologues, est également susceptible de poser des problémes de
reproductibilité & cause des interprétations discordantes par 1’indice de CIF. Pour ces raisons, il
n'est pas rationnel pour les auteurs de faire des interprétations a grande échelle des données
issues des expériences. Hors que, d’autre méthode sont recommandées pour confirmer les
résultats déja obtenus. En faisant appel a des protocoles rigoureux, fiables et standardisés se

basant sur des études randomisées de haut niveau de preuve scientifique.
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Chapitre IV : Activité antibactérienne : Mélange ternaire (Plan de

mélange)

l. Introduction

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer I'interaction antimicrobienne entre les HEs. Dans
le test du damier, l'interaction est évaluée par le calcul de I'indice de concentration inhibitrice
fractionnaire [77], [80]. En outre, la méthode de cinétique de I'effet bactéricide (time-Kkill test),
souvent utilisée pour distinguer les effets bactériostatiques / bactéricides et les effets dépendant
du temps / dépendant de la concentration[81]. Néanmoins, ces deux méthodes ne pouvaient pas
toujours définir le mélange optimal des HEs.

La conception des plans de mélange est une classe des expériences de la surface de réponse,
dans laquelle les variables indépendantes sont les proportions des composants a étudier [101].
La variable dépendante (réponse) dépend uniquement des proportions des composants du
mélange [101]. Les études de conception de mélange visent non seulement a élaborer des
formulations meilleures ou innovantes offrant des réponses optimales, mais aussi a créer des

conceptions générales sur les réponses et les interactions entre facteurs indépendants[233].

Le présent chapitre, élabore une nouvelle conception de formulation des HEs pour évaluer leur
effet antimicrobien combinatoire ternaire, basée sur la détermination des CMI des formules
établies par un plan de mélange centré augmenté. Une méthode, qui, a notre connaissance, n'a

pas €été signalée précédemment.

1. Matériel et méthodes :

1. Etablissement des expériences
La formulation ternaire des HE s’est basée sur le plan de mélange centré augmenté (Augmented

Simplex-centroid design.

Ce plan a été réalisé avec le logiciel NemrodW, sans contraintes, avec randomisation. Les
differentes expériences a réaliser sont représentées par un triangle équilatéral (figure 15). Les
differentes formulations programmées sont : Les sommets du triangle (1 ; 2 ; 3) correspondent
aux huiles pures, les centres des arétes correspondent aux mélanges moitié-moitié de deux
huiles pures (4 ; 5 ; 6) et le centre de gravité du triangle correspond au mélange contenant un
tiers de chaque huile pure (7). Ce plan est augmenté par les centres de gravités des quatre

simplex unitaires. Bien que le centre de gravité d’un des simplex est occupé par le point central,
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il reste a ajouter trois points (8 ; 9 ; 10) pour construire le plan de mélange centré augmenté.

Les facteurs présentent les rations de chaque huile dans chaque formule, et varient entre O et

100%. Le tableau (31) présente le ratio de chaque huile dans chaque formulation.

Tableau 31: Teneur en HEs dans les différentes expériences

N° d’expérience Huilel Huile 2 Huile 3
1 100% - -

2 - 100% -

3 - - 100%
4 50% 50% -

5 50% - 50%

6 - 50% 50%

7 33% 33% 33%

8 66,67% 16,67% 16,67%
9 16,67% 66,67% 16,67%
10 16,67% 16,67% 66,67%

Chaque point (1-10) correspond a une expérience qui a ¢été exécutée en testant ’effet

antibactérien de chaque combinaison. La conception expérimentale compléte pour chaque

bactérie est composée de 18 expériences : Trois réplications du point central, et deux pour les

autres expériences. Les réponses ont été quantifiées sous forme de CMI.

Figure 15 : Experiences a réalisées dans un plan de mélange centré augmenté
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2. Préparation des mélanges :
Dans des tubes Eppendorf de 2mL, I’émulsifiassions de chaque formule a été réalisés dans du
MHB supplémenté¢ de 0,15% d’agar, ou on ajoute le ratio de chaque HE suivant le tableau (30)

sur le bouillon, on ferme le tube et on homogénéise le tout au vortex.

3. Les CMI des mélanges
Dans une microplaque 96puits, une série de dilution est realisée a partir de la solution mére de
chacune des dix formulations pour un volume finale de 100uL dans chaque puits. Ensuite,
100pL de ’inoculum bactérien de concentration finale de 10® UFC/mL sont ajoutés aux
différentes concentrations des séries de dilution. Aprés incubation a 37 ° C pendant 18h, 5 puL
de résazurine est ajoutés a chaque puits comme indicateur de la croissance bactérienne. Apres
une incubation a 37 ° C pendant 2 h, la croissance bactérienne a été révélée par le changement
de coloration du violet au rose. La valeur MIC est déterminée comme étant la plus faible
concentration qui empéche un changement de couleur de la résazurine. Le test a été répliqué 3

fois pour chaque mélange.

4. Etudes statistiques
Les données ont été soumises a une analyse statistique via deux logiciel SAS JMP 8.0.1 et
STATISTICA 8, et le meilleur modeéle a été choisi pour chaque réponse. La fonction de

désirabilité ainsi que le profileur de mélange ont été exécutés afin de déterminer les optimums
Trois modeles mathématiques peuvent décrire la relation entre la réponse et les facteurs :
v" Modgéle linéaire de premier degré, traduit par 1’équation :

Y = b1X1 + b2X2 + b3X3

v' Modele quadratique modeéle de 2°™ degré, dont 1’équation est :

v' Modéle spécial cubique de 3°™ degré, dont 1’équation est :
Ou:
Y : la réponse globale du mélange ;

Xi : les proportions du composant (i) dans le mélange ;
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bi : I'amplitude de I'effet de chaque composant Xi ;

bij : I'ampleur de I'effet d'interaction de deux composants ;

bijk : I'ampleur de I'effet d'interaction des trois composants de la réaction.

1. Résultats et discussion :

1. Mélange 1 : Origanum compactum/Origanum majorana/Thymus serpyllum

1.1. Réponses

La matrice adoptée pour la formulation et les réponses de toutes les expérimentations appliquant

les HES d’O. compactum, O. majorana et T. serpyllum seules ou leurs différentes combinaison

sont représentées sur le tableau (32). Les essais ont été réalises apres randomisation.

Tableau 32: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales du mélangel contre B subtili

N° Huiles essentielles (%) v CMI (%) viv
d’expérience
O.compactum  O.majorana  T.serpyllum B.subtilis S.aureus E. coli
1 100 0 0 0.03125 0.125 0.0625
2 16,67 16,67 66,67 0.0625 0.0625 0.25
3 50 50 0 0.25 0.25 0.0625
4 0 100 0 0.125 0.25 0.25
5 0 0 100 0.125 0.25 0.125
6 66,67 16,67 16,67 0.0625 0.03125 0.125
7 33,33 33,33 33,33 0.0625 0.03125 0.125
8 0 50 50 0.125 0.0625 0.25
9 16,67 66,67 16,67 0.125 0.125 0.25
10 50 0 50 0.125 0.125 0.125
11 100 0 0 0.03125 0.125 0.0625
12 0 100 0 0.125 0.25 0.25
13 0 0 100 0.125 0.25 0.125
14 50 50 0 0.25 0.25 0.0625
15 50 0 50 0.125 0.125 0.125
16 0 50 50 0.125 0.0625 0.25
17 33,33 33,33 33,33 0.0625 0.03125 0.125
18 33,33 33,33 33,33 0.0625 0.03125 0.125
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Figure 16: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisé avec le mélange 1 sur la souche B. subtilis
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Figure 17: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisé avec le mélange 1 sur la souche S. aureus
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Figure 18: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisé avec le mélange 1 sur la souche E. coli

1.2. Validation statistique du modele postulé

1.2.1. Bacillus subtilis
D’apreés le tableau (33) de I’analyse de la variance, la probabilité de la signification du risque

p-value inférieure a 0,05 permet de conclure que ’effet principale de la régression est

significatif. Ainsi, Le coefficient de détermination R2=98% témoigne la bonne corrélation
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entre les valeurs observeées et les valeurs prévues par le modéle mathématique. La figure (19),
illustre cette corrélation, en montrant ’allure droite des valeurs expérimentales.

Tableau 33: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 1 contre la souche B.

subtilis
Source de la variance ddl Somme des carrés  Carré moyen Rapport F p-value
Régression 6 0,06360221 0,010600 90,7464 <,0001*
Reésidus 11 0,00128494 0,000117
Total 17 0,06488715
R? 98,00
R2 ajustée 97,00

0,25 +

B. subtilis
Observé
o
o
1

..................................

0,05 | R =

LI B A e p——
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
B. subtilis Prévu P<.0001 R

carré=0,98 Ecart-type
résiduel=0,0108

Figure 19: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de

mélange 1 correspondant a la souche B. subtilis

1.2.2. Staphylococcus aureus
D’apreés le tableau (34) de ’analyse de la variance, la probabilité de la signification du risque

p-value inférieure a 0,05 prouve que 1’effet principale de la régression est significatif. Le
coefficient de détermination R2 =97% est satisfaisant. Il montre que le modéle adapté
concorde considérablement avec les valeurs observées. Cela est confirmé par la figure (20)
qui montre ’allure droite de la courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues.

Tableau 34: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 1 contre la souche S.
aureus

Source de variance ddl Somme des Carré moyen Rapport F p-value
carrés

Modeéle 6 0,13459090 0,022432 60,4635 <,0001*

Résidus 11 0,00408097 0,000371

Total 17 0,13867188

R carré 0,97

R carré ajusté 0,95
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S. aureus Observé
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Figure 20: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
mélange 1lcorrespondant a la souche S. aureus

1.2.3. Escherichia coli
D’aprés le tableau (35) de 1’analyse de la variance, la probabilité de la signification du risque

p-value est inférieure a 0,05, raison pour laquelle on assure que ’effet principale de la

régression est significatif. Le coefficient de détermination R*=0,86% représentant I’allure de

la courbe des valeurs observées en fonction des valeurs calculées par le modeéle établi, est

acceptable pour décrie le phénomene étudié. La figure (21) représente la courbe des valeurs

observées en fonction des valeurs calculées décrites.

Tableau 35: Analyse de la variance pour le modele postulé pour le mélange 1 contre la souche E.

coli

Source ddl Somme des carrés Carré moyen Rapport F p-value
Modele 6 0,08261613 0,013769 11,7687 0,0003*
Résidus 11 0,01286999 0,00117

Total 17 0,09548611

R2 0,86

R 2 ajusté 0,79
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Figure 21: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
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Ecart-type résiduel=0,0342

mélange 1correspondant a la souche E. coli

1.3. Etude statistique des résidus

Le tableau (36) présente les valeurs des résidus calculés par la différence entre les valeurs de

CMI mesurées et celles calculées par les modéles établis. Une différence négligeable a été

observée sur toutes les valeurs enregistrées.

Tableau 36: Résidus entre les valeurs observées et les valeurs calculées par le mélange 1 contre

B. subtilis, S. aureus et E. coli

B. subtilis S. aureus E. coli
N°Exp Yexp Y cale Résidu Yexp Y calc Résidu Yexp Y calc Résidu
1 0,03 0,02673 0,00327 0,125 0,117 0,008 0,062 0,0635 -0,0015
2 0,03 0,02673 0,00327 0,125 0,117 0,008 0,062 0,0635 -0,0015
3 0125 0,12643 -0,00143 0,25 0,2531 -0,0031 0,25 0,2546 -0,0046
4 0,125 0,12643 -0,00143 0,25 0,2531 -0,0031 0,25 0,2546 -0,0046
5 0,125 0,12323 0,00177 0,25 0,2499 0,0001 0,125 0,1327 -0,0077
6 0,125 0,12323 0,00177 0,25 0,2499 0,0001 0,125 0,1327 -0,0077
7 0,25 0,24815 0,00185 0,25 0,2451 0,0049 0,062 0,0681 -0,0061
8 0,25 0,24815 0,00185 0,25 0,2451 0,0049 0,062 0,0681 -0,0061
9 0,125 0,11995 0,00505 0,125 0,1169 0,0081 0,125 0,1342 -0,0092
10 0,125 0,11995 0,00505 0,125 0,1169 0,0081 0,125 0,1342 -0,0092
11 0,125 0,12466 0,00034 0,062 0,0651 -0,0031 0,25 0,2623 -0,0123
12 0,125 0,12466 0,00034 0,062 0,0651 -0,0031 0,25 0,2623 -0,0123
13 0,062 0,05476 0,00724 0,03 0,0202 0,0098 0,125 0,1527 -0,0277
14 0,062 0,05476 0,00724 0,03 0,0202 0,0098 0,125 0,1527 -0,0277
15 0,062 0,05476 0,00724 0,03 0,0202 0,0098 0,125 0,1527 -0,0277
16 0,062 0,08888 -0,02688 0,03 0,0878 -0,0578 0,125 0,0883 0,0367
17 0,125 0,12368 0,00132 0,125 0,1159 0,0091 0,25 0,1947 0,0553
18 0,062 0,07987 -0,01787 0,062 0,0721 -0,0101 0,25 0,1761 0,0739
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1.4. Estimations des coefficients

1.4.1. Bacillus subtilis

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la
probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (37). D’apreés ce tableau, tous les
coefficients sont statistiquement significatifs, sauf le b23 qui traduit 1’absence de 1’effet de

I’interaction entre I’HE d’O. majorana et celle de T. serpyllum sur ce mélange.

Tableau 37 : Effets des coefficients du modele qui relient la réponse aux facteurs pour le
mélange 1 contre B. subtilis

Terme Coefficients Estimation Ecart-type  t-student p-value
O. compactum b1 0,0279605 0,0075 3,73  0,0033*
O. majorana b, 0,126398 0,0075 16,85 <,0001*
T. serpyllum b3 0,1232731 0,0075 16,44  <,0001*
O. compactum*O. majorana b1 0,6837171 0,037292 18,33  <,0001*
O. compactum*T. serpyllum bi3 0,1774671 0,037292 4,76 0,0006*
O. majorana*T. serpyllum P23 -0,000658 0,037292 -0,02 0,9862
O. compactum*O. D123 -3,588162 0,23062 -15,56  <,0001*

majorana*T. serpyllum

1.4.2. Staphylococcus aureus
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (38). D’apreés ce tableau, tous les
coefficients sont statistiquement significatifs.
Tableau 38: Effets des coefficients du modele qui relient la réponse aux facteurs pour le mélange

1 contre S. aureus

Terme Coefficients Estimation FEcart-type T-student  p-value
O. compactum bl 0,1171053 0,013367 8,76 <,0001*
O. majorana b2 0,2530428  0,013367 18,93 <,0001*
T. serpyllum b3 0,2499178  0,013367 18,7 <,0001*
O. compactum*QO. majorana b12 0,2402961  0,066459 3,62 0,0041*
O. compactum*T. serpyllum b13 -0,265954  0,066459 -4 0,0021*
O. majorana*T. serpyllum b23 -0,744079 0,066459 -11,2 <,0001*
O. compactum*O. b123 -2,694086  0,410996 -6,56 <,0001*

majorana*T. serpyllum

1.4.3. Escherichia coli

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (39). D’aprés ce tableau, tous les
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coefficients sont statistiquement significatifs sauf le byzet le b1z, ce qui indique que I’interaction
entre I’HE d’O. compactum et celle du T. serpyllum n’a pas été significative, ainsi que 1’effet
antibactérien ternaire des trois huiles étudiées.

Tableau 39: Effets des coefficients du modéle qui relient la réponse aux facteurs pour le mélange
1 contre E. coli

Terme Coefficients  Estimation Ecart-type T-student p-value
O. compactum by 0,0639802 0,023737 2,70 0,0208*
O. majorana b2 0,2546052 0,023737 10,73 <,0001*
T. serpyllum bs 0,1327302 0,023737 5,59 0,0002*
O. compactum*QO. majorana b1, -0,362829 0,118022 -3,07 0,0106*
O. compactum*T. serpyllum bi3 0,143421 0,118022 1,22 0,2497

O. majorana*T. serpyllum P23 0,274671 0,118022 2,33 0,0401*
O. compactum*O. D123 -0,106571 0,729869 -0,15 0,8866

majorana*T. serpyllum

1.5. Modéles mathématiques retenus et représentation 3D

Les modeles mathématiques obtenus pour B. subtilis, S. aureus, et E. coli sont respectivement
représentes par les équations (Eql), (Eg2) et (Eg3).

Y = 0,0279605 X O, + 0,126398 X 0,, + 0,123273 X T, + 0,683717 X 0,0,, + 0,177467 X
0.Ts — 3,58816 x 0.0,,Ts Eq: 1

Y = 0,0279605 X O, + 0,126398 X Oy, + 0,123273 X Ts + 0,683717 X 0,0, + 0,177467 X
0.T; — 0,000657843 x 0,,,T; — 3,58816 X 0,.0,,T; Eq: 2

Y = 0,117105 x O, + 0,253043 X O,,, + 0,249918 x T, + 0,240296 x 0.0, + 0,744079 x 0,,Ts
Eq: 3

La figure (22) illustre la représentation 2D avec les courbes d’isoréponse et celle de 3D
représentant les différentes activités envisagées pour les différentes formulations pouvant étre
réalisées avec les trois huiles étudiées. Sur cette figure, les interactions synergiques et

antagonistes sont plus claires.
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Figure 22: Représentation en 2D et 3D des variations de la CMI par le mélange 1
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1.6. Point-Test

Pour finaliser les tests de la validité des modeles retenus, nous avons eu recours a 1’outil
point test. Les figures 16,17 et 18 présentent le résultat du point test de chaque souche. Les
coordonnées de la formulation tester contre B. subtilis et S. aureus sont Xo.compactum =0,4 et
Xo.majorana =0,6%. Cette formule a donné une CMI de 0,25% comme réponse, ainsi, la réponse
prédite par le modele n’a pas dépassé 0,24%, ce qui montre qu’il n’y a pas de différence

significative entre les réponses expérimentales et celles prédites.

Concernant le point-test évalué contre E. coli, une formule constituée de 60% de marjolaine et
40 de serpolet a révélé une CMI de 0,25%. La réponse mathématiquement prédite pour cette
formulation n’a pas dépassé les 0,27%, ainsi, on obtient une différence non-significative entre

les 2 réponses.

1.7. Optimisation de la formulation et étude de désirabilité
L’objectif de cette partie est de trouver la formulation optimale des trois constituants utilisés

qui méne a une CMI qui renseigne sur une sensibilité tres haute.

1.7.1. Bacillus subtilis

D’aprés la figure (23) qui présente le profileur de mélange, nous pouvons envisager les
différentes activités relatives aux différentes proportions des trois huiles utilisées dans le
mélange 1. Une CMI inférieure a 0,06% a été fixée comme compromis contre B. subtilis.

Notamment, la zone rose cerne 1I’ensemble des formules ayant la concentration souhaitée.

Par ailleurs, le choix de la CMI optimale se base sur I’étude de désirabilité schématisé par la
figure (24). Cette étude a fixé la CMI la plus basse a une concentration de 0,027%, qui peut étre

obtenue avec 1’huile d’O. compactum seule, ainsi, la désirabilité atteint 97%.

En conclusion, L’HE d’O. compactum riche en carvacrol, y-terpinéne et en thymol, a été ’huile

la plus efficiente contre B. subtilis.
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H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.
® O O 0.compactum | 0,3126506 0 1
O ® O 0.majorana ] 0,2691955 0 1
O O @ T.serpyllum ] 0,4181539 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.
— B. subtilis cf——» 0,06 0,0487063 0,06 1

O. compactum 20,03125

0,1
o \\\
\.‘ \‘ e 0,2

08
o ‘51! ] | ﬂ 0,3
; ’//// N (. 04
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0,9
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Figure 24: Profileur du mélange 1 pour la réponse CMI1=0,06 de B. subtilis
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Figure 23: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité
antibactérienne du mélange 1 contre B. subtilis

1.7.2. Staphylococcus aureus

Comme dans le cas de la souche précédente, le profileur de mélange représenté par la figure
(25) illustre sur la zone rose les formules prédites a donner une CMI de S. aureus inférieure a
0,06%.
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L’étude de la desirabilité qui a pour objectif de minimiser la CMI, est illustrée par la figure

(26). Cette derniere montre que la plus basse valeur peut atteindre 0,013% avec une désirabilité

de 98% en assurant un mélange aux proportions suivantes :
v une proportion de I’HE d’O. compactum égale a 23% ;
v une proportion de I’HE d’O. majorana égale a 32% ;
v" une proportion de I’HE de T. serpyllum égale a 44% .

L’association de ces trois huiles, avec les ratios exigés par le model, a fait ressortir une nouvelle

composition chimique responsable de 1’effet antibactérien obtenu. Ce mélange en huiles est

composé principalement en : p-cymene 21,90%, thymol 19,09%, y-terpinene 12,02%, carvacrol

11,01%, terpinene-4-ol 9,32% et en 4-thujanol 7,86%.

H G D Facteur X Lim. inf.
@® O O 0.compactum | 0,2373494 0
O @ O 0.majorana i 0,3328878 0
O O @ T.serpyllum | 0,4297628 0
Réponse Isoréponses Y calculé Lim. inf.
—S.aureus FHbe—— 0,06 0,0133627 0,06

O. compactum

0,9
O. majorana

Lim. sup.
1
1
1

Lim. sup.

T. serpyllum

Figure 25: Profileur du mélange 1 pour la réponse CMI1=0,06 de S. aureus
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Figure 26: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 1 contre S. aureus

1.7.3. Escherichia coli

D’aprés le profileur de mélange (figure 27), et d’une fagon analogue aux résultats obtenus
pour les deux souches précédentes. La zone rose présente les formulations prédites a donner
une CMI inférieure & 0,06%.

La formule optimale obtenue a 1’aide de 1’étude de la désirabilité a été constituée de deux HEs.
En effet, la préparation d’un mélange de 75% de I’HE d’O. compactum et 25% de celle d°O.
majorana prédit une CMI de 0,04%.

Contrairement au Gram positive, la composition chimique obtenue avec le mélange des huiles
est marquée par I’abondance du carvacrol 35,89 % suivi par le thymol17,96% et le y-terpinene
12,94%,puis le p-cymene 9,49%, terpinene-4-ol 7,28%, et 4-thujanol 6,14%.
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H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.
® O O 0.compactum | 0,75 0 1
O ® O 0.majorana | 0,25 0 1
O O @ T.serpyllum | 0 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.
—E.coli | — ] 0,06/ 0,043606 0,06
O. compactum
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Figure 27: Profileur du mélange 1 pour la réponse CMI1=0,06 de E. coli

0,25 A
~ 0,2 -
585
wi & 0,15 -
s [
0,1
0,05 -
@ 2 3
=8 ° f
£ 8 < !
(23 <>) '
8° g |
S .
° . 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o o~ < «© (=) — O N < © [=e] — O N < e} (=) - O [Ye) [Ye) [Ye) ~
S o .o o S o o o c o o o N o ~
0,75 6] o =4
O. 0,25 T.
compactum O. majorana serpyllum Désirabilité
Figure 28: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 1 contre E. coli.

1.8. Optimisation de formulation multiple

L’optimisation de la formulation nous a donné la composition des CMI les plus faibles contre

les trois souches, a mené a définir le mélange formé de 0,31 d’origan, 0,23 de marjolaine et
0,46 de serpolet, une CMI de 0,09%, 0,02% et 0,16% contre, respectivement, B. subtilis, S.

aureus et E. coli.
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2. Meélange 2: Origanum majorana/Thymus serpyllum/Mentha spicata

2.1. Réponses

La matrice adoptée pour la formulation et les réponses de toutes les expérimentations appliquant

les HES d’O. majorana, T. serpyllum et M. spicata seules ou leurs différentes combinaison sont

représentées sur le tableau (40). Les essais ont été réalisés aprés randomisation.

Tableau 40: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales du mélange 2

Ned’expérience Huiles essentielles (%) v CMI (%) viv
O. majorana T. serpyllum M. spicata B. S. E. P.
subtilis  aureus coli  aeruginosa

1 50 0 50 0,5 0,5 0,25 8
2 100 0 0 0,125 0,25 0,25 4
3 0 0 100 0,25 1 4 16
4 0 100 0 0,125 0,25 0,125 16
5 33,33 33,33 33,33 0,5 0,5 0,5 16
6 0 50 50 0,5 0,5 0,25 16
7 0 50 50 0,5 0,5 0,25 16
8 50 50 0 0,125 0,0625 0,25 8
9 100 0 0 0,125 0,25 0,25 4
10 50 50 0 0,125 0,0625 0,25 8
11 50 0 50 0,5 0,5 0,25 8
12 0 0 100 0,25 1 4 16
13 33,33 33,33 33,33 0,5 0,5 0,5 16
14 0 100 0 0,125 0,25 0,125 16
15 16,67 66,67 16,67 0,5 0,25 0,25 16
16 16,67 16,67 66,67 0,5 0,5 1 16
17 33,33 33,33 33,33 0,5 0,5 0,5 16
18 66,67 16,67 16,67 0,5 0,25 0,25 8
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 pointtest

Concentrationen HE

Repousse
bactérienne

Figure 29: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisés avec le mélange 2 sur la souche B. subtilis.
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Figure 30: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisés avec le mélange 2 sur la souche S. aureus.
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Figure 31: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisés avec le mélange 2 sur la souche E. coli.
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Figure 32: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisés avec le mélange 2 sur la souche P. aeruginosa.

2.2. Validation statistique du modéle postulé

2.2.1. Bacillus subtilis

Les résultats mentionnés sur le tableau (41) de I’analyse de la variance indiquent que 1’effet
principal de la régression est significatif vu que la probabilité de la signification du risque p-
value est inférieure a 0,05. Le coefficient R2 est égal a 93%, cette valeur reflete la corrélation
entre les valeurs expérimentales et celles prévues par le modéle adapté. Cette entité est plus
expliquée par la figure (33) représentant 1’allure de la courbe des valeurs expérimentales en
fonction de celles mesurées.

Tableau 41: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 2 contre B. subtilis

Source de variance ddl Somme des Carré moyen Rapport F  p-value
carrés
Modele 6 0,51045363 0,085076 24,5255 <,0001*
Résidus 11 0,03815748 0,003469
Total 17 0,54861111
R2 0,93
R2 ajusté 0,89
0,55
0,5 b L ] L
0,45
2 g 041
'§ 5035 -
@ 3 03+
@ ©go5 |
0,2
0,15 )
0,1 S B e
0,10,150,20,250,30,350,4 0,450,5
B. subtilis Prévu P<.0001 R
carré=0,93 Ecart-type
résiduel=0,0589

Figure 33 : Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de

mélange 2 correspondant a la souche B. subtilis
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2.2.2. Staphylococcus aureus
D’aprés le tableau (42) de I’analyse de variance, L’effet principal de la régression est assuré

significatif, vu que la valeur de la probabilité de la signification du risque p-value est
inférieure a 0,05. Le coefficient de détermination R? équivalu a 0,96 traduit 1’allure droite de
la courbe des valeurs expérimentales en fonction de celles mesurées représentée par la figure

(34), et elle témoigne la bonne corrélation existante entre ces valeurs.

Tableau 42: Analyse de la variance pour le modele postulé pour le mélange 2 contre S. aureus

Source de variance ddl Somme des carrés  Carré moyen Rapport F p-value
Modeéle 6 1,1083285 0,184721 45,7135  <,0001*
Résidus 11 0,0444493 0,004041

Total 17 1,1527778

R2 0,96

R2 ajusté 0,94

-

o
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...................................

o
EN
|

S. aureus Observé
o
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o
N
I

{ |

(0]
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0 0,10,20,30,40,50,60,70,80,9 1 1,1
S. aureus Prévu P<.0001 R

carré=0,96 Ecart-type
résiduel=0,0636

Figure 34: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
mélange 2, correspondant a la souche S. aureus

2.2.3. Escherichia coli
Les données illustrées sur le tableau (43) de I’analyse de la variance démontre la signification

de I’effet de la régression linéaire par une probabilité de la signification de risque p-value qui
est inférieure & 0,05. Le R2? est exceptionnellement satisfaisant pour decrire la bonne
concordance entre les valeurs expérimentales et prévues du modele adapté. L’allure de la courbe
obtenue pour ce modele est représentée par la figure (35).

Tableau 43: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 2 contre E. coli

Source de variance ddl Somme des carrés Carré moyen Rapport F p-value
Modele 6 24,475969 4,07933 253,7925 <,0001*
Résidus 11 0,176808 0,01607

Total 17 24,652778

R carré 0,99

R carré ajusté 0,98
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Figure 35: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
mélange 2, correspondant a la souche E. coli

2.2.4. Pseudomonas aeruginosa
D’aprés le tableau (44) de I’analyse de la variance, la probabilité de la signification de risque

p-value qui est inférieure a 0,05 prouve la significativité de I’effet de la régression linéaire. Le

coefficient de détermination Rz qui atteint 0,99 représente la bonne corrélation entre les valeurs

expérimentales et prévues du modéle adapté. L’allure de la courbe obtenue pour ce modele est

représentée par la figure (36).

Tableau 44: Analyse de la variance pour le modele postulé pour le mélange 2 contre P.

aeruginosa
Source de variance ddl Somme des Carreé Rapport F p-value
carrés moyen
Modéle 6 379,26547 63,2109 589,7693 <,0001*
Résidus 11 1,17897 0,1072
Total 17 380,44444
R carré 0,99
R carré ajusté 0,99
18
16 o
o 147 L
g gt 4 """"
S 210 4 ‘
g5 8 f
o 6 S
4 ,":f -
2 — T T T

Figure 36: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de

T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18
P. aeruginosa Prévu P<.0001 R

carré=1,00 Ecart-type
résiduel=0,3274

mélange 2, correspondant & la souche P. aeruginosa
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2.3. Etude statistique des résidus

Le tableau (45), représente les résidus calculés pour les 4 souches, des différences négligeables
ont été observées.

Tableau 45: Résidus entre les valeurs observées et les valeurs calculées pour le mélange 2 contre
B. subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa

B. subtilis S. aureus E. coli P. aeruginosa

N ° EXp Yexp Ycalc RéSidU Yexp Ycalc RéSIdU Yexp Ycalc RéSIdU Yexp Ycalc RéS | dU

1 003 0027 0,003 025 0,25 0,000 0,062 0,064 -0002 4 4116 -0,116
2 003 0027 0003 025 025 0,000 0,062 0,064 -0002 4 4116 -0,116
3 0125 0126 -0001 025 0,25 0,000 0,25 0,255 -0,006 16 15516 0,484
4 0125 0,126 -0,001 025 025 0000 0,25 0,255 -0,006 16 15516 0,484
5 0,125 0,123 0,002 1 0978 0,022 0125 0,133 -0,008 4 4,116 -0,116
6 0125 0,123 0,002 1 0978 0,022 0125 0,133 -0,008 4 4,116 -0,116
7 025 0,248 0,002 0,063 0,063 0,000 0,062 0,068 -0,006 8 7,631 0,369
8 025 0248 0,002 0,063 0,063 0,000 0,062 0,068 -0,006 8 7,631 0,369
9 0125 0,120 0,005 05 0478 0022 0,125 0,134 -0,009 8 8,231 -0,231
10 0,125 0,120 0,005 05 0478 0022 0,125 0,134 -0,009 8 8,231 -0,231
11 0,125 0,125 0,000 05 0478 0022 025 0,262 -0,012 32 31,631 0,369
12 0,125 0,125 0,000 05 0478 0022 025 0,262 -0,012 32 31,631 0,369
13 0,062 0,055 0,007 05 0455 0,045 0,125 0,153 -0,028 16 15,493 0,507
14 0,062 0,055 0,007 05 0455 0,045 0,125 0,153 -0,028 16 15,493 0,507
15 0,062 0,055 0,007 05 0455 0,045 0,125 0,153 -0,028 16 15,493 0,507
16 0,062 0,089 -0,027 025 0,29 -0,046 0,125 0,088 0,037 8 7,812 0,188
17 0,125 0,124 0,001 0,25 0,296 -0,046 0,25 0,195 0,055 16 19413 -3,413

18 0,062 0,080 -0,018 05 0,677 -0177 025 0,176 0,074 16 15813 0,187

2.4. Estimations des coefficients

2.4.1. Bacillus subtilis
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la
probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (46). D’aprés ce tableau, le

coefficient b2 et bi2z ont été non-significatis, cela veut dire, que ’interaction entre I’HE d’O.
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majorana et celle du T. serpyllum n’influence pas significativement le résultat obtenu par ce
mélange contre B. subtilis.

Tableau 46: Effets des coefficients du modele du mélange 2 qui relient la réponse aux facteurs
pour B. subtilis

Terme Coefficients Estimation Ecart-type  T-student p-value
O. majorana b1 0,1394736 0,040872 3,41 0,0058*
T. serpyllum b 0,1394736 0,040872 3,41 0,0058*
M. spicata b3 0,2394736 0,040872 5,86 0,0001*
O. majorana*T. serpyllum b1 0,0578947 0,203218 0,28 0,7810
O. majorana*M. spicata b1z 1,2578944 0,203218 6,19 <,0001*
T. serpyllum*M. spicata b2 1,2578944 0,203218 6,19 <,0001*
O. majorana*T. D123 2,1078993 1,256738 1,68 0,1216

serpyllum*M. spicata

2.4.2. Staphylococcus aureus
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (47). D’aprés ce tableau, les
coefficients statistiquement significatifs sont :
e les termes linéaires b, b2, et bz ;
e les termes binaires b1z, bizet b2s;
e le terme ternaire bi2s.
A partir de ces résultats, nous pouvons certifier que I’activité des HES vis-a-vis de la souche
S. aureus, dépend de tous les termes du modele adapté.

Tableau 47: Effets des coefficients du modele du mélange 2 qui relient la réponse aux facteurs
pour S. aureus

Terme Coefficients Estimation  Ecart-type T- p-value
student
O. majorana bl 0,2498355 0,044113 5,66 0,0001*
T. serpyllum b2 0,2498355 0,044113 5,66 0,0001*
M. spicata b3 0,9779606 0,044113 22,17  <,0001*
O. majorana*T. serpyllum b12 -0,750658 0,219334 -3,42 0,0057*
O. majorana*M. spicata b13 -0,544408 0,219334 -2,48 0,0305*
T. serpyllum*M. spicata b23 -0,544408 0,219334 -2,48 0,0305*
O. majorana*T. b123 4,5118374 1,356399 3,33 0,0068*

serpyllum*M. spicata

2.4.3. Escherichia coli
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (48). D’aprés ce tableau, les
coefficients statistiquement significatifs sont :

e les termes linéaires bz, et b3 ;
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e les termes binaires bizet b2s;
e le terme ternaire biza.
D’apres ces résultats, la présence de I’HE du serpolet, et son interaction avec celle de la

marjolaine n’influence pas I’activité obtenue par ce mélange contre la souche E. coli.

Tableau 48: Effets des coefficients du modele du mélange 2 qui relient la réponse aux facteurs
pour E. coli

Terme Coefficients  Estimation  Ecart-type T-student p-value
O. majorana b: 0,2680921 0,087981 3,056 0,0111*
T. serpyllum b, 0,1493421 0,087981 1,70 0,177
M. spicata bs 3,9430923 0,087981 4482 <,0001*
O. majorana*T. serpyllum b1, 0,3348687 0,437446 0,77 0,4601
O. majorana*M. spicata b3 -7,577632 0,437446 -17,32  <,0001*
T. serpyllum*M. spicata b23 -7,315132 0,437446 -16,72 <,0001*
O. majorana*T. b123 17,147369 2,705243 6,34 <,0001*

serpyllum*M. spicata

2.4.4. Pseudomonas aeruginosa
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (49). D’aprés ce tableau, les
coefficients statistiquement significatifs sont :

e les termes linéaires b1, by et b3 ;

e les termes binaires b1z et b1s;

e le terme ternaire biza.
Ces résultats affirment que 1’activité antibactérienne contre P. aeruginosa dépend de tous les
termes du mod¢le mathématique adapté, sauf celui traduisant 1’interaction entre le serpolet et
la menthe.

Tableau 49: Effets des coefficients du modele du mélange 2 qui relient la réponse aux facteurs
pour P. aeruginosa

Terme Coefficients  Estimation Ecart-type T-  p-value

student
O. majorana b1 3,8526304 0,22719 16,96 <,0001*
T. serpyllum b, 16,05263 0,22719 70,66 <,0001*
M. spicata bs 16,05263 0,22719 70,66 <,0001*
O. majorana*T. serpyllum b12 -8,18948 1,129599 -7,25 <,0001*
O. majorana*M. spicata b3 -8,18948 1,129599 -7,25 <,0001*
T. serpyllum*M. spicata b3 0,2105211 1,129599 0,19 0,8555
O. majorana*T. serpyllum*M. D123 154,61052 6,985642 22,13 <,0001*
spicata

2.5. Modeéles mathématiques retenus et représentation 3D
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Les modeéles mathématiques retenus pour B. subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa sont

respectivement représentés par les équations (Eq4), (Eq5), (Eg6) et (Eq7).

y = 0,139470m + 0,1394736Ts + 0,2394736Mp + 1,25789440mMp + 1,2578944TsMp +
2,107899300mTsMp Eq: 4

y = 0,24983550m + 0,2498355Ts + 0,9779606Mp — 0,7506580mTs — 0,5444080mMp —
0,544408TsMp + 4,51183740mTsMp Eq: 5

y = 0,26809210m + 3,9430923Mp — 7,5776320mMp — 7,315132TsMp + 17,1473690mTsMp
Eq: 6

y = 3,85263040m + 16,05263Ts + 16,05263Mp — 8,189480mTs — 8,189480mMp +
154,610520mTsMp Eq: 7
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Figure 37 : Représentation en 2D et 3D des variations de la CMI par le mélange
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2.6. Point-Test
Pour finaliser les tests de la validité du modéle retenu pour le mélange 2, nous nous sommes

servis de I’outil point test. Ainsi, nous avons réalisé des essais dont le résultat correspond aux
réponses souhaitées (figures 29, 30, 31,32,). Les coordonnées du point test pour les deux Gram
positif sont : Xo. majorana =0,37%, X1. serpylium=0,16%, et Xwm. spicata =0,47%. Cette formulation a
révélé une CMI de 0,5% pour les deux souches et qui correspond exactement aux valeurs
prédites par le modéle mathematique.

Concernant les points-test des Gram-négative, la formulation testée a été composee de 18% de
I’HE de la marjolaine, 19% de celle du serpolet et 62% de celle de la menthe, une CMI de 1%
et de 16% ont été obtenu expérimentalement, respectivement pour E. coli et P. aeruginosa, des

valeurs qui ne sont pas loin de celles calculées ( 1,18% et 15,96%).

2.7. Optimisation de la formulation

2.7.1. Bacillus subtilis

Concernant le mélange 2, un compromis d’avoir une CMI inférieure a 0,25% a été fixé. La zone
rose qui apparait sur la figure (38) représente la zone prédite a donner une CMI inférieure a
0,25%.

Le remplacement de I’HE d’origan avec celle de la menthe verte dans ce mélange n’a pas
influencé positivement les interactions. En fait, La CMI optimale proposé par le model adopté
est celle obtenue par I’huile de serpolet seule ou de marjolaine seule. La désirabilité atteint 89%
avec une CMI =0,13%.

L’interaction partiellement synergique entre le serpolet et la marjolaine obtenue dans le chapitre
des mélanges binaires contre B. subtilis, n’a pas été confirmé avec la méthode des mélanges
ternaires qui a montré son effet antibactérien additif. En revanche, si on fait appel aux
interprétations de I’indice de CIF adopté par d’autre auteur, on pourra dire qu’on peut obtenir

le méme effet antibactérien additif, ce qui met en question les normes de la méthode de Damier.
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H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.

® O O 0.majorana | 1 0 1

O ® OT. serpylum | 0 0 1

O O @ M.spicata | 0 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.

— B. subtilis c::t: 0,25/ 0,1394736 0,25
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0,9

o
[(s]
" M. spicata
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Figure 38: Profileur du mélange 2 pour la réponse CMI=0,25 pour la souche B. subtilis
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Figure 39: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 2 vis-a-vis B. subtilis

2.7.2. Staphylococcus aureus
La figure (40) représente la zone rose indiquant les mélanges prédits a donner une CMI

inférieure a 0,25%. Pour S. aureus aussi, I’échange d’origan par la menthe n’a pas mieux

influencé I'effet antibactérien, et la meilleure CMI qui est égale a 0,06%, a été obtenue par un
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mélange de moitié moitié du serpolet et de marjolaine. Ainsi, la désirabilité atteint les 94% et

le résultat obtenu par le mélange binaire est confirmé par le mélange ternaire.

H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.
® O O 0.majorana | 05 0 1
O ® O T.serpyllum i 05 0 1
O O @ M.spicata | 0 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.
—Saureus db——» 0,25/ 0,0621711 0,25
O.majorana
0,1
0,9
0,2
0,3
= 0,4
1 0,5
p—
Yy 0,6
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Figure 40: Profileur de mélange 2 pour la réponse CMI=0,25 de S. aureus
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Figure 41: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 2 vis-a-vis S. aureus
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2.7.3. Escherichia coli
Les zones roses sur la figure (42), représente les mélanges capables de produire des interactions

permettant d’obtenir une CMI inférieure a 0,25%.

Le remplacement de 1’huile d’origan par celle de la menthe a abouti a une interaction trés
remarquable contre E. coli. En fait, 1’étude de la désirabilité (figure 43) a mis en relief une CMI
de 0,001% qui est prédite d’étre obtenue avec un mélange de 0,942% de serpolet, 0,007% de
marjolaine et 0,05% de menthe. Ce mélange démontre 1’effet des composés minoritaires de
I’huile. Effectivement, plusieurs études ont démontré que I'effet antibactérien des HEs a été
déterminé par l'interaction complexe entre les constituants majoritaires et ceux minoritaires.

Signalant que dans ce cas, la désirabilité atteint les 99%

H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.

® O O O.majorana | 0,0079387 0 1

O @ O T.serpyllum | 0,942 0 1

O O @ M.spicata | 0,0500613 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup,

— E. coli e 0,25 0,0011519 0,25

O.majorana

M. spicata

0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1

0,9
T. serpyllum

Figure 42: Profileur de mélange 2pour la réponse CMI1=0,25 de E. coli
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Figure 43: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 2 vis-a-vis E. coli

2.7.4. Pseudomonas aeruginosa
Le profileur de mélange de mélange (figure 44), représente la zone rose qui illustre les mélanges

produisant une CMI de P. aeruginosa inférieure a 4%. Comme il est clair, aucune interaction
n’a pu remplacer I’effet de I’'HE d’O. majorana contre cette souche ci résistante. L’étude de
désirabilité a proposé I’HE de la marjolaine comme étant I’huile la plus efficace. Le modele
mathématique prédit une CMI de 3,85%.

H G D Facteur X Lim.inf.  Lim. sup.
® O O 0.majorana | 1 0 1
O @® OT.serpyllum | 0 0 1
O O @ M.spicata | 0 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.
— P. aeruginosa cfk———» 4 38526304 4
O.majorana
0,9
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Figure 44: Profileur de mélange 2pour la réponse CMI1=0,25 de P. aeruginosa
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Figure 45: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antibactérienne

du mélange 2 vis-a-vis P. aeruginosa

2.8. Optimisation multiple

L’optimisation de la formulation contre les 4 souches étudiées a la fois, a permis d’obtenir un
mélange formé de 0,79% de la marjolaine et 0,20% du serpolet, ce mélange permettra d’obtenir
une CMI égale a 0,148%, 0,127%, 0,298% et 5,015% pour respectivement B. subtilis, S. aureus
, E. coli et P. aeruginosa.

3. Meélange 3 : Myrtus communis/Artemisia herba-alba / Thymus serpyllum

3.1. Réponses

La matrice adoptée pour la formulation et les réponses de toutes les experimentations appliquant
les HEs du M. communis, A. herba-alba et T. serpyllum seules ou leurs différentes combinaison

sont représentées sur le tableau (50). Les essais ont été réalises apres randomisation.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 pointtest
" <

2%

1%
0,5%
0,25%
0,125%

Concentrationen HE

0,062%
i

0,031%
o,ms%i‘

control +
Repousse
bactérienne
control -

Figure 46: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisé avec le mélange 3 sur la souche B. subtilis.
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Tableau 50: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales du mélange3

N° Huiles essentielles CIM (%) viv
d’expérience
M. communis  A. herba- T. B. subtilis  S. aureus E. coli
alba serpyllum
1 33,33 33,33 33,33 0,125 0,5 0,25
2 0 100 0 0,125 1 0,25
3 0 50 50 0,125 0,5 4
4 50 0 50 0,25 0,5 0,125
5 16,67 66,67 16,67 0,125 0,5 0,5
6 0 0 100 0,125 0,25 0,25
7 66,67 16,67 16,67 0,25 1 0,25
8 50 50 0 0,25 1 0,25
9 100 0 0 0,5 1 0,25
10 16,67 16,67 66,67 0,0625 0,5 0,25
11 0 100 0 0,125 1 0,25
12 0 50 50 0,125 0,5 4
13 50 0 50 0,25 0,5 0,5
14 0 0 100 0,125 0,25 0,125
15 50 50 0 0,25 1 0,25
16 100 0 0 0,5 1 1
17 33,33 33,33 33,33 0,125 0,5 0,5
18 33,33 33,33 33,33 0,125 1 0,25
1 8 9 10 pointtest

Concentrationen HE

Repousse
bactérienne

Figure 47: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix

formulations et le point test réalisé avec le mélange 3 sur la souche S. aureus
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1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 pointtest

Concentrationen HE

) [control +
Repousse
bactérienne

. |control -

Figure 48: Image qui montre les résultats du test de détermination de la CMI des dix
formulations et le point test réalisé avec le mélange 3 sur la souche E. coli.

3.2. Validation statistique du modéle postulé

3.2.1. Bacillus subtilis

D’aprés le tableau (51), nous pouvons conclure que I’effet principale de la régression linéaire
est significatif, puisque la probabilité de la signification du risque p-value est inférieur a 0,05.
Le coefficient de détermination R2=98, ce qui témoigne la corrélation entre les valeurs

expérimentales et prévues par le modele mathématique dont la figure (49), illustre I’allure.

Tableau 51: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 3 contre B. subtilis

Source ddl Somme des Carré moyen Rapport F p-value
carres
Modéle 6 0,26400083 0,044 135,2981 <,0001*
Résidus 11 0,0035773 0,000325
Total 17 0,26757813
R carré 0,98
R carré ajusté 0,97
0,5
0,4 o

B.subtilis
Observé
o
w
1

- (|' — T T T T T 1

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
B.subtilis Prévu P<.0001 R

carré=0,99 Ecart—type résiduel=0,018

Figure 49: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
mélange3 correspondant a la souche B. subtilis
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3.2.2. Staphylococcus aureus
D’aprés le tableau (52), nous pouvons conclure que 1’effet principale de la régression linéaire

est significatif, puisque la probabilité de la signification du risque p-value est inférieur a 0,05.
Le coefficient de détermination R2=0,89 témoigne la corrélation entre les valeurs

expérimentales et prévues par le modele mathématique, la figure (50), illustre I’allure.

Tableau 52: Analyse de la variance pour le modele postulé pour le mélange 3 contre S. aureus

Source ddi Somme des Carré moyen  Rapport F Prob. > F
carrés
Modele 6 1,2348685 0,205811 16,1557 <,0001*
Résidus 11 0,1401315 0,012739
Total 17 1,375
R carré 0,89
R carré ajusté 0,84
1,1
1
2 0,9
3 0,8
O 07
0,6
£ o054
& 0.4
0,3 -
0,2 T B T T T T T
0,2 0,304 0,506 070809 1 1,1
S.aureus Prévu P<.0001 R
carré=0,90
Ecart-type résiduel=0,1129

Figure 50: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de

mélange3 correspondant a la souche S. aureus

3.2.3. Escherichia coli
D’apres le tableau (52), nous pouvons conclure que I’effet principale de la régression linéaire

est significatif, puisque la probabilité de la signification du risque p-value est inférieur a 0,05.
Le coefficient de détermination R2=90, ce qui garantit la corrélation satisfaisante entre les
valeurs expérimentales et prévues par le modéle mathématique dont la figure (51), illustre

I’allure.

Tableau 53: Analyse de la variance pour le modéle postulé pour le mélange 3 contre E. coli

Source ddl  Somme des Carré Rapport F p-value
carrés moyen

Modele 6 22,541546 3,75692 17,8163 <,0001*

Résidus 11 2,319565 0,21087

Total 17 24,861111

R? 0,90

R2 ajusté 0,85
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Figure 51: Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour le plan de
mélange3 correspondant a la souche E. coli

3.3. Etude statistique des résidus
Le tableau (54), représente les résidus calculés pour les 4 souches, des différences négligeables

ont été observées.

Tableau 54: Résidus entre les valeurs observées et les valeurs calculées pour le mélange 3

B. subtilis S. aureus E. coli
N° Yexp Ycalc différence Yexp Ycalc différence Yexp Ycalc différence
d'expérience

1 0125 0,149 -0,024 0,25 0,249 0,001 4 3,89 0,11
2 0,125 0,149 -0,024 0,25 0,249 0,001 4 3,89 0,11
3 0,125 0,149 -0,024 0,25 0,249 0,001 2 2,19 -0,19
4 0,125 0,149 -0,024 0,25 0,249 0,001 2 2,19 -0,19
5 0,25 0,228 0,022 1 0977 0,023 0,125 0,11 0,015
6 0,25 0,228 0,022 1 0977 0,023 0,125 0,11 0,015
7 0125 0,172 -0,047 0,063 0,0626 0,0004 2 2,09 -0,09
8 0,125 0,172 -0,047 0,063 0,0626 0,0004 2 2,09 -0,09
9 0,5 0,502 -0,002 05 0477 0,023 2 1,88 0,12
10 0,5 0,502 -0,002 05 0477 0,023 2 1,88 0,12
11 0,5 0,502 -0,002 05 0477 0,023 4 4,18 -0,18
12 0,5 0,502 -0,002 05 0477 0,023 4 4,18 -0,18
13 0,5 0,577 -0,077 05 0,455 0,045 2 2,16 -0,16
14 0,5 0,577 -0,077 05 0,455 0,045 2 2,16 -0,16
15 0,5 0,577 -0,077 05 0,455 0,045 2 2,16 -0,16
16 0,5 0,403 0,097 0,25 0,295 -0,045 2 2,45 -0,45
17 0,5 0,403 0,097 0,25 0,295 -0,045 4 2,65 1,35
18 05 054 -0,04 0,5 0,676 -0,176 2 1,89 0,11

3.4. Estimations des coefficients
3.4.1. Bacillus subtilis

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (54). D’aprés ce tableau, les

coefficients statistiquement significatifs sont :
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e les termes linéaires b1, by et bs;
e |es termes binaires bi2 et b1s;

e le terme ternaire bi2s.

Ces résultats affirment que I’activité antibactérienne contre B. subtilis dépend de tous les termes

du modéle mathématique adapté, sauf celui traduisant I’interaction entre le serpolet et I’armoise.

Tableau 55: Effet des coefficients du modéle du mélange 3 qui relient la réponse aux facteurs

pour la souche B. subtilis

Terme Coefficients  Estimation Ecart-type Rapportt p-value
M. communs b1 0,497204 0,012515 39,73 <,0001*
A .herba-alba b, 0,128454 0,012515 10,26  <,0001*
T. serpyllum b3 0,119079 0,012515 9,52 <,0001*
M. communs*A.herba-alba b1, -0,248684 0,062223 -4,00 0,0021*
M. communs*T. serpyllum bis -0,267434 0,062223 -4,30  0,0013*
A .herba-alba*T. serpyllum P23 -0,004934 0,062223 -0,08 0,9382
M. communs*A.herba-alba*T. b12s -2,048685 0,384798 -5,32  0,0002*
serpyllum

3.4.2. Staphylococcus aureus
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la
probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (52). D’aprés ce tableau, les
coefficients statistiquement significatifs sont :

e les termes linéaires b1, b et bs;
Ces résultats affirment que 1’activité antibactérienne contre S. aureus dépend juste de I’effet

direct des HEs, et aucune interaction n’interviennent sur 1’effet antibactérien obtenu.

Tableau 56: Effet des coefficients du modéle du mélange 3 qui relient la réponse aux facteurs
pour la souche S. aureus

Terme Coefficients Estimation Ecart-type Rapport t p-value
M. communis b1 1,0335526 0,078326 13,20 <,0001*
A. herba-alba b> 0,9585526 0,078326 12,24  <,0001*
T. serpyllum b3 0,2710526 0,078326 3,46  0,0053*
M. communis*A. herba-alba b1, -0,01579 0,38944 -0,04 0,9684
M. communis*T. serpyllum bis -0,390789 0,38944 -1,00 0,3372
A. herba-alba*T. serpyllum ba3 -0,54079 0,38944 -1,39 0,1924
M. communis*A. herba- D123 -3,315788 2,408368 -1,38 0,1960

alba*T. serpyllum

3.4.3. Escherichia coli
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la
probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (56). D’aprés ce tableau, les

coefficients statistiquement significatifs sont :
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e lestermes linéaires b1 et b2 ;

e |es termes binaires bi2et b2s;

Ces résultats affirment que ’activité antibactérienne contre E. coli dépend de 1’effet du myrte

et de I’armoise, ainsi que de leur interaction, comme elle dépend de I’interaction entre le

serpolet et I’armoise.

Tableau 57: Effet des coefficients du modele du mélange 3 qui relient la réponse aux facteurs

pour la souche E. coli

Terme Coefficients Estimation Ecart-type Rapport t p-value
M. communis b: 3,8963817 0,31867 12,23  <,0001*
A. herba-alba b 2,196381 0,31867 6,89 <,0001*
T. serpyllum bs 0,1151312 0,31867 0,36 0,7247
M. communis*A. herba-alba b2 -3,814473 1,584442 -2,41 0,0348*
M. communis*T. serpyllum b3 -0,476975 1,584442 -0,30 0,7690
A. herba-alba*T. serpyllum b23 12,123027 1,584442 765 <,0001*
M. communis*A. herba- D123 -20,88947 9,798468 -2,13 0,0564

alba*T. serpyllum

3.5. Modeles mathematiques retenus et représentation 3D

Les modeles mathématiques retenus pour le mélange 3 contre B. subtilis, S.

sont respectivement représentés par les équations Eq 8, Eq9 et Eq10.

aureus et E. coli

y = 0,497204Mc + 0,128454Aha + 0,119079Ts — 0,248684McAha — 0,267434McTs —
2,048685McAhaTs EQ:8

y = 1,0335526Mc + 0,9585526Aha + 0,2710526Ts Eq:9

y = 3,8963817Mc + 2,19638Aha — 3,814473McAha — 0,476975McTs +
12,123027AhaTs Eq/ 10
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: Représentation en 2D et 3D des variations de la CMI par le mélange 3
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3.6. Point-Test
Pour finaliser les tests de la validité du modéle retenu, nous nous sommes servis de 1’outil

point test. Ainsi, nous avons réalisé un essai dont le résultat correspond a la réponse souhaitée.
Les coordonnées du point test choisi pour les souches de Gram positive sont : Xm. communis
=0,9%, XA herba-alba=0,05% et Xr. serpyiium=0,05%. La CMI obtenue avec cette formulation a été
0,5 et 1 respectivement pour B. subtilis et S. aureus. Des valeurs trés proches de celles calculées
par le modele mathématique de chaque souche 0,43% et 0,96% respectivement.

Concernant Les coordonnées du point test choisi pour E. coli sont : Xm. communis =0,1%, XA herba-
aba=0,1% et X7. serpyium=0,8%. La CMI obtenu expérimentalement et qui est égale a 1% ne

s’¢loigne pas beaucoup de celle calculé¢ mathématiquement (0,98%).

3.7. Optimisation de la formulation

3.7.1. Bacillus subtilis

Rappelons que I’objectif de cette étude est de minimiser la concentration nécessaire a inhiber
les souches étudiées. Pour réaliser cela, I’étude de désirabilité a été¢ exécutée, le profileur de
mélange représenté par la figure (53) illustre la zone rose qui rassemble les formulations
prédites a donner une CMI inférieure a 0,1%.

La figure (54), montre que la désirabilité peut atteindre les 91% avec une CMI de 0,089%, avec
0,171% du myrte, 0,394% d’armoise et 0,434% de serpolet. La formulation avec ces trois HES
a réussi a donné une activité antibactérienne considérable dont les composés majoritaire censés
étre probablement responsables de cette activité sont le piperitone 33,76%, le p-cymene
15,69%, le y-terpinene 7,95%, le thymol 7,50%, 1’acétate de myrtényle 6,01%, le 1,8-cineol
3,38%, et le limonene 1,53%.
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Figure 53: Profileur de mélange 3 pour la réponse CMI1=0,1% de la souche B. subtilis
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du mélange 3 vis-a-vis B. subtilis
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3.7.2.

Staphylococcus aureus

Dans le mélange 3, le compromis fixé a varié entre les souches étudiées, on s’est contenté dans

le cas d’S. aureus a toute formulation capable de donner une CMI inférieure a 0,3%.

La figure (55) représente le profileur du mélange qui illustre la zone prédicatrice des formules

capable a donner une CMI de S. aureus inférieure a 0,3%.

L’absence de synergie entre ces trois huiles a été déja prévue. En fait, la désirabilité atteint 92%

avec une CMI de 0,27% avec I’HE du T. serpyllum seule (figure 56).
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Figure 55: Profileur de mélange 3 pour la réponse CMI1=0,1% de la souche S. aureus

1 4
<
2 2 3 08
o © Q _
2 =29
S5 S 06
) S © -
» o F
0,4 H
0,2 H
- -
te)
b ™~
= g o
S
s TRl
© ),
5 O =}
o0 o I
a Q -
o
o -

T T T T
o o < ©
o o o

0
M. communis

0,8 —

1
A. herba- T.
alba

serpyllum

T T T T T T
N © © — o
o o o o

T
.
o

T
[Ye)
Nr
o
Désirabilité

0,75
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3.7.3. Escherichia coli
.Dans le cas dE. coli, un compromis de 0,5% a été fixé. La figure (57) représente le profileur

de mélange, ou la zone rose illustre les mélanges susceptibles a donner une CMI d’E. coli
inférieur a 0,5%.
L’absence d’huile porteuse d’alcool a mal influencé le mélange. Ainsi que I’étude de

désirabilité a exigé 1’huile de serpolet seule pour obtenir une CMI optimale de 0,115%.
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Figure 57: Profileur de mélange 3 pour la réponse CMI=0,1% de la souche E. coli
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3.8. Optimisation de formulation multiple
L’optimisation d’une formulation idoine a donner les CMI les plus faibles contre les quatre

souches, cela a mené a définir le mélange formé de 0,0024 de myrte, 0,0024 d’armoise et ,995
de serpolet, une CMI de 0,11%, 0,27% et 0,15% contre, respectivement, B. subtilis, S. aureus

et E. coli.

4. Discussion des mélanges ternaires : activité antibacterienne

L’activité antibactérienne de trois mélanges d’HE a été testée dans cette étude. Le premier
mélange a été préparé avec I’HE d°O. compactum, celle d’O. majorana, et celle de T. serpyllum.
Ces trois huiles qui ont été actives sur B. subtilis, S. aureus et E. coli, ont permis la combinaison
de trois familles terpéniques majoritaires : phénols (carvacrol, thymol), alcools (trans-thujanol,
terpinén-4-ol), et hydrocarbures (p-cymene, y-terpinéne), et d’évaluer par conséquence 1’effet

antibactérien produit par leurs interactions.

Les amplitudes des interactions entre deux HEs semblent dépendre de la souche cible. En effet,
un effet antagoniste significatif, entre I’HE d'origan et celle de marjolaine, a été trouvé contre
B. subtilis et S. aureus (Gram +), tandis que le méme mélange a présenté un effet synergique
significatif contre E. coli. En fait, il a été rapporté que la combinaison de monoterpéenes
phénoliques avec des alcools a produit un effet synergique sur plusieurs microorganismes. En
effet, la combinaison du thymol ou du carvacrol ou des deux avec I'eugénol a produit un effet
synergique contre la souche E. coli. Ce fait pourrait expliquer I'effet synergique obtenu avec la
combinaison de I'huile d'origan (prédominant par le thymol et le carvacrol) et celle de la
marjolaine (prédominant par le terpinen-4-ol et le trans-4-thujanol) contre E. coli[70].

L’HE de la marjolaine et du serpolet ont montré un effet synergique antibactérien contre S.
aureus (p <0,001), alors qu’aucune interaction positive significative n'a été observée contre B.
subtilis (P> 0,05). Cependant, l'interaction entre ces deux huiles contre E. coli a montré un
coefficient positif significatif indiquant un effet antagoniste (P <0,05). En ce qui concerne la
combinaison des HEs d'O. majorana et de T. serpyllum, on peut toujours considerer le melange
des composés majoritaire comme le premier fait responsable du type d’interaction obtenu, le
mélange de p-cymeéne et de y-terpinéne (monoterpenes hydrocarboné) et de (-) terpinéne-4-ol,
trans- Thujanol (alcools monoterpéniques) rappelle le  mécanisme des hydrocarbures
monoterpeniques / Alcools cité ci-dessus, aboutissant a une synergie contre S. aureus.

Cependant, pour ’effet antagoniste obtenu contre E. coli, cela pourrait étre explique par la
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capacité des hydrocarbures a diminuer la solubilité des alcools censé étre trés actifs sur les

Gram-.

Un effet synergique significatif a été observé par I'association d'huiles d'origan et de serpolet
sur S. aureus (p <0,02), tandis qu'un effet antagoniste significatif a été observé chez B. subtilis

(p <0,001), un mécanisme souche-dépendant a pu avoir lieu dans cette combinaison.

En ce qui concerne l'interaction entre les trois HES, les coefficients trouvés ont montré un effet
synergique significatif contre les bactéries Gram-positives (p <0,001). Cependant, cette

interaction ne présente aucun avantage significatif vis-a-vis E. coli.

Le deuxiéme mélange a été formulé de I’HE de la marjolaine, celle de la menthe verte et celle
du serpolet, les huiles de trois plantes trés utilisées en cuisine. Ce mélange a permis la mise en
interaction de trois familles majoritaires, des alcools ((-) terpinéne-4-ol, trans-Thujanol), une

cetone (carvone), et des hydrocarbures (p-cyméne et y-terpinene).

Suivant les équations des modeles adoptés pour ce mélange, les mélanges binaires ont mené a
un effet antagoniste contre B. subtilis, cependant qu’un effet synergique a été observé contre S.
aureus, E. coli et P. aeruginosa. Ce mélange a été souche dépendant, une différence
significative de la sensibilité des deux souches & Gram positif a été obsérvee. En effet les
interactions binaire entre les trois huiles a influencé négativement 1’effet antibactérien contre
B. subtilis, contrairement a S. aureus, E. coli, et P. aeruginosa. Cependant, le mélange ternaire

a influencait négativement les quatre souches étudiées.

Le troisiéme mélange a été formé de I’HE du myrte, de celle 1’armoise blanche et celle du
serpolet. Ces trois huiles ont été actives contre les quatre souches étudiées. C’est un mélange
qui a permis d’assembler majoritairement un éther, une cétone, et des hydrocarbones

monoterpeniques.

Suivant les équations des modeles, I'huile de T. serpyllum a les coefficients les plus faibles,
suivie de celle de A. herba-alba et ensuite de M. communis, ce fait confirme leur ordre
antibactérien précedemment discuté. Les grandeurs des interactions binaires (entre deux HES)
semblent dépendantes de la souche cible. En effet, un effet synergique significatif a été obtenu
a partir des interactions binaires du myrte / serpolet et myrte / armoise contre B. subtilis (p
<0,01). Alors, seule l'interaction binaire myrte / armoise était significativement synergique
contre E. coli (p <0,05). Néanmoins, aucune contribution significative des interactions binaires

contre S. aureus n'a été observee (p> 0,05). Inversement, un effet antagoniste significatif, entre
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I’HE de l'armoise et celle de serpolet, a eté trouvé contre E. coli (p <0,001), alors que la méme
interaction n'a pas donné d’effet significatif contre B. subtilis (p> 0,05). En outre, I'interaction
ternaire n’a été significativement synergique que contre B. subtilis (p <0,001).

En fait, les principaux composés de I'huile de myrte sont le 1,8-cineol et le linalool, et ceux de
I'nuile de serpolet sont le p-cymeéne, le y-terpinéne et le thymol. Ce fait, pourrait donner une
hypothése explicative a l'effet synergique obtenu par leur combinaison et expliquer leurs
interactions possibles avec B. subtilis. En fait, il a été rapporté que la combinaison de thymol /
linalol et de thymol / 1,8-cineol contre plusieurs souche produit un effet antibactérien
synergique [234], [235]. De plus, la combinaison du 1,8-cineol et des monoterpénes
hydrocarbonés tels que le limonéne et I'aromadendréne a déja montré un effet additif ou
synergique[79], [231] Ainsi, la combinaison de 1,8-cineol et de p-cymene, a déja montré un
effet synergique antifongique [235].

En ce qui concerne les HEs de myrte et d'armoise, les deux compositions chimiques étudiées
étaient prédominées par une quantité considérable de monoterpénes oxygénés (acétate de
myrtényle, 1,8-cineol, linalol et pipéritone). Par conséquent, leur combinaison pourrait
augmenter le rapport des monoterpenes oxygénés. Ce qui pourrait étre plus efficace et produire
un effet synergique contre E. coli et B. subtilis. En effet, Nazzaro et al ont rapporté I'activité
antimicrobienne de la plupart des terpénoides a leurs groupes fonctionnels hydroxyle, carboxyle

... qui affectent différents sites dans les cellules bactériennes [214].

L'effet antagoniste obtenu par I'interaction du serpolet et de I'armoise vis-a-vis d'E. Coli pourrait
étre mieux explique a I'aide de la représentation 3D. Ou on observe que la CMI augmente avec
la quantité croissante d'armoise dans le mélange total, ce qui pourrait réduire le rapport p-
cymeéne et y-terpinéne et thymol interagissent habituellement en synergie et ont le méme
mécanisme d'action (c.-a-d. Diminution des températures de fusion lipidique des membranes
modeles, ce qui suggere une fluidité membranaire accrue)[220]. De plus, selon l'interprétation
de la CMB, il a été montré que I'armoise avait un effet bactériostatique contre E. coli, tandis
que le serpolet avait un effet bactéericide, leur combinaison peut soutenir I'nypothese selon
laguelle I'antagonisme se produit lorsque des antimicrobiens bactériostatiques et bactéricides

sont combinés [116].

En ce qui concerne l'interaction entre les trois HES, les coefficients trouvés ont montré un effet
synergique significatif contre B. subtilis (p <0,001). Cependant, cette interaction n'a pas montré

de contribution significative contre S. aureus et E. coli. Dans cette combinaison ternaire, la zone
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optimale est située dans la base du triangle, ce qui signifie que les quantités de serpolet et
d'armoise sont considérables par rapport au myrte. Cependant, le coefficient d'interaction
binaire de I'armoise / serpolet n'était pas significatif avant, alors qu'avec la présence d'huile de
myrte, un coefficient significatif a été obtenu. En effet, plusieurs données publiées ont montré
I'importance de certains composés d'HEs mineures. Delaquis et al. [74] ont démontré que I'HE
d'aneth, de coriandre ont €té plus efficace que leurs fractions et que le meilleur effet était
observé avec I’huile brute. Il a également démontré que certaines fractions étaient meilleures

que leurs huiles brutes.

1VV- Conclusion

Dans ce chapitre, on a pu évaluer, dans une seule manipulation, 1’effet antibactérien de trois
interactions binaires, et une ternaire. Tout en modélisant cet effet, en ayant une équation
descriptive validée statistiguement. Ce qui prouve que la méthode des plans de mélange

demeure une méthode économique pour ce type d’essai.

L'efficacité antibactérienne des HEs étudiées dépendait de I'apport de chaque huile dans le
mélange et des bactéries cibles. La présente étude a montré que l'optimum a été souche-
dépendant. Cependant, le choix d'un mélange efficace commun est encore possible. En outre,
les résultats obtenus confirment qu'aucune relation générale entre les Gram et l'activité
antibactérienne ne peut étre établie pour les HEs. Ainsi, les recettes de mélanges ne doivent pas
étre utilisées traditionnellement, mais étudiées et modélisées selon Il'agent pathogene cible.
Désormais, ces résultats peuvent contribuer a une application réussie des conservateurs naturels

dans les industries alimentaires, pharmaceutiques ou cosmétiques.
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Chapitre V : Activité antioxydante

l. Introduction

Au large de cette étude, il faut se rappeler que I'effet conservateur des HEs contre les bactéries
a déja été démontré, et les conservateurs d'aliments contenant des HEs ont été commercialisés
depuis les années 1990 [29].. En outre, ils ont été utilisés dans des emballages alimentaires et
des films d'emballage comestibles pour éviter les agents pathogénes dégradant les aliments
[236]. Cependant, plusieurs études ont souligné la nécessité de concentrations énormes de ces
produits végétaux pour obtenir les mémes effets que ceux trouvés in vitro [71], [72]. Par
conséquent, I'étude des effets interactifs entre différentes classes de composés phytochimigues,
en particulier les HEs et leurs composés, pourrait étre un outil sir pour potentialiser leurs effets
et ainsi surmonter I'empéchement de leurs applications dans I'industrie alimentaire, cosmétique
et pharmaceutique [224], [237], [238]. Ces industries, ont aussi fait appel aux antioxydants, un
des vertus des HEs déja mis en valeur par plusieurs études. En effet, les radicaux libres sont la
principale cause de la détérioration de beaucoup de produit par l'oxydation de substances
facilement oxydables, telles que les graisses et les protéines [239]. Par conséquent, des
antioxydants synthétiques tels que I'hydroxyanisole butylé (BHA) et I'nydroxytoluene butylé
(BHT) sont freqguemment utilisés pour prévenir ou retarder cette oxydation. Cependant, BHA

et BHT sont connus par leur effet nocif sur la santé humaine[240].

Ce chapitre a pour but d’étendre le domaine d’exploitation des HEs étudiées. Pour cela, la
capacité de balayer le radical libre DPPH de chaque HE a été analysée. Ainsi que celle des

combinaisons tertiaires déja étudiées.

1. Matériel et méthodes :

1. Criblage :DPPH
L'activité anti-radicalaire a été évaluée en mesurant l'activité de piégeage du radical libre

DPPH, en utilisant la méthode décrite Mighri et al [157]. D’abord, on prépare une solution de
4mg de DPPH dans 100 mL de méthanol (0,004%), puis on la garde dans 1’obscurité 4 heures.
Ensuite, une série de dilution des onze HEs de différentes concentrations (0,5;1;2;5; 10 et
20 mg / ml) est préparées dans du méthanol. Ainsi, le BHT est utilisé comme standard, préparé
dans du méthanol en série de dilution allant de 20 a 0,002mg / mL. Puis 3 ml de solution des
échantillons sont mélangés avec 3mL de la solution de DPPH. Ces mélanges est ensuite

maintenus a I'obscurité pendant 30 min, puis la densité optique est mesurée a 517nm en utilisant
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un spectrophotometre de type Vis-UV JENWAY 6800. 3mL de méthanol avec 3 mL de solution
de DPPH (0,004%) ont été utilisés comme blanc, les mesures ont été réalisées en trois
répétitions. L'activité antioxydante a été calculée comme suit :

AAY, = Abscontrol - Abséchantillon +100
Abscontrol

Avec :
AA : Activité Antioxydante ;
Abs : absorbance.

2. Meélange ternaire : DPPH
La formulation ternaire des HES s’est basée sur le plan de mélange centré. Ce plan a été réalisé

avec le logiciel NemrodW, sans contraintes, avec randomisation. Les différentes expériences a
réaliser sont : Les sommets du triangle (1 ; 2 ; 3) correspondent aux huiles pures, les centres
des arétes correspondent aux mélanges moitié-moitié de deux huiles pures (4 ; 5 ; 6) et le centre
de gravité du triangle correspond au mélange contenant un tiers de chaque huile pure (7),
(Tableau 58).

La formulation a été réalisée de fagcon a obtenir des solutions contenant 3mg/ml, 1’activité
antioxydante des mélanges a été procédée comme decrit ci-dessous. La conception
expérimentale compléte pour chaque bactérie est composée de 15 expériences : Trois

réplications du point central, et deux pour les autres expériences.

Tableau 58: Teneur des mélanges en HEs étudiées

N° Huilel Huile 2 Huile 3
d’expérience
1 100% - -
2 - 100% -
3 - - 100%
4 50% 50% -
5 50% - 50%
6 - 50% 50%
7 33% 33% 33%

1. Résultats et discussion :
1. Criblage : DPPH

L'évaluation de l'activité antioxydante des produits naturels in vitro peut étre réalisée avec
differentes méthodes. Par conséquent, I'analyse DPPH a été utilisee dans cette étude. Les

résultats ont été comparés avec l'antioxydant synthétique BHT.
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Le tableau (59) rassemble les IC50 obtenues pour les HEs étudiées, ainsi que celle du BHT.

T. serpyllum et M. spicata ont enregistré les IC50 les plus faibles, ce qui traduit leurs forts effets
antioxydants qui dépasse celui de la BHT. Généralement toutes les huiles ont montré une forte

capacité de piégeage du radical DPPH, a I’exception de celles du C. aurantium (feuilles et zest).

Les HEs sont des mélanges complexes de composés appartenant a des familles chimiques
diverses, et plusieurs facteurs sont responsables des variations du niveau de leur activité
antioxydante. Par ailleurs, les auteurs ont souvent attribué la forte activité antioxydante a la
présence de quantités relativement élevees de composes phénoliques, tels que le thymol et le
carvacrol [88]. En effet, leur capacité a piéger le radical DPPH a été déja publiée par Aazza et
al [241], ainsi que celle de a-pinene, p-cymene, linalool, acétate de linalyl, 1,8-cineole,
limonéne, bornéol et 5-3-Carene. D’autres alcools comme le citronellol et le geraniol ont aussi
montré leurs capacité antioxydante [242][243]. Kulisic et al [244], ont montré différents
comportements antioxydants des HEs. En fait, L’HE d’O. vulgare contenant 67% de thymol
plus carvacrol et ~ 14% de de a- et y- terpinene, offre un exemple de synergie entre les
composants des huiles. Alors que sa fraction isolée d'hydrocarbures n'a offert aucun effet
antioxydant, et la fraction oxygénée (contenant environ 94% de thymol + carvacrol) n'a pas été
différente du carvacrol isolé ou du thymol seule. D'autre part, I’HE de S. montana, contenant
~50% de thymol et de carvacrol, et seulement 6% de y-terpinéne, donne le méme effet que sa
fraction oxygénée (~ 70% de carvacrol + thymol), Iégérement moins efficace que le carvacrol
pur ou le thymol, tandis que la fraction hydrocarbonée a procuré une effet négligeable. En
d'autres termes, le comportement antioxydant a été simplement celui attendu du contenu des
composants les plus efficaces. Les huiles des deux espéces de thymus, contenant environ 80%
thymol + carvacrol et ~ 5,5% de y-terpinene chacun, ont eu un comportement quelque peu
intermédiaire. Au contraire de S. cuneifolia, contenant seulement 13% de phénols, pas de y-
terpinene et une abondance de terpénoides insaturés comme le linalool, a été influencé par
I’effet pro-oxydant intense de sa fraction d'hydrocarbures neutralisant le comportement
antioxydant de la fraction oxygénée, de sorte que l'ensemble de I’huile aboutis & un
comportement pro-oxydant clair. On peut dire donc que la performance globale en tant
gu'antioxydant est, en fait, le résultat de l'interaction complexe entre les composants, on peut

s'attendre a un comportement synergique ou antagoniste
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Tableau 59: IC50 obtenues pour les HEs

Plantes IC50 (mg/ml)
0. compactum 0,49 £ 0,019
0. majorana 1,88 + 0,20
T. serpyllum 0,07 +£0,01
P. asperum 14.62 + 0.19
O. mixta 0.59+£0.11
L. dentata 0,382 + 0,002
M. spicata 0,13+0,00

M. communis 0,408 + 0,006
A. herba-alba 3,42 +£0,10
C. aurantium (feuilles) 29,24 + 7,89
C. aurantium (zest) 60,90 + 12,78
BHT 0,33+0.00

2. Mélange ternaire

2.1.Mélangel : Origanum compactum/Origanum majorana/Thymus serpyllum

2.1.1. Réponses experimentales
La matrice utilisée pour la formulation, et I’activité antioxydante obtenue pour chaque

expeérience est représenté sur le tableau (60).

Tableau 60: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales obtenues par le mélange 1

Huiles essentielles (%o)v AAY%
N° d’expérience  O.compactum  O.majorana  T. serpyllum

1 50 0 50 79,55
2 100 0 0 75,13
3 33,333333 33,333333 33,333333 74,74
4 50 0 50 73,91
5 50 50 0 71,49
6 0 50 50 55,04
7 0 100 0 47,30
8 0 50 50 56,04
9 0 0 100 69,63
10 0 100 0 52,32
11 0 0 100 66,41
12 100 0 0 74,96
13 33,333333 33,333333 33,333333 73,31
14 50 50 0 74,48
15 33,333333 33,333333 33,333333 73,31
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2.1.2. Validation statistique
D’aprés le tableau (61), nous pouvons conclure que I’effet de la régression linéaire est

significative, vu que la probabilité de la signification du risque p-value est inférieure a 0,05%.

Le coefficient de détermination R?=0,97, une valeur satisfaisante pour décrire 1’allure de la

courbe représentant les valeurs expérimentales en fonction des valeurs prédites par le modele

mathématique (figure 59).

Tableau 61: Analyse de la variance pour le modele postulé par le mélange 1

Source ddl Songr?,Zz Carré moyen Rapport F p-value
Modeéle 6 1373,7461 228,958 45,7057 <,0001*
Résidus 8 40,0751 5,009
Total 14 1413,8212
R2 0,97
R2 ajusté 0,95
80 — _
75 - '
270 4
265 - R
Q60
< 55 1
50
45 T T T - T T T
45 50 55 60 65 70 75 80
AA% Prévu P<.0001 R carré=0,97
Ecart-type résiduel=2,2382

Figure 59: Courbe des valeurs d'activité antioxydante observées en fonction des valeurs
calculées pour le plan de mélange 1

2.1.3. Etude des residus
Le tableau (62), représente les résidus calculés pour les 4 souches, des différences négligeables

ont été observées
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Tableau 62: Résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculées par le modele du

mélange 1
Expérience Yexp Ycal Differences
1 75.126 75.042 0.084
2 74.958 75.042 -0.084
3 47.000 51.000 -4.000
4 55.000 51.000 4.000
5 69.632 68.022 1.610
6 66.412 68.022 -1.610
7 71.485 72.985 -1.500
8 74.485 72.985 1.500
9 73.905 76.728 -2.823
10 79.551 76.728 2.823
11 55.043 55.539 -0.496
12 56.035 55.539 0.496
13 73.310 73.933 -0.623
14 74.744 73.933 0.811
15 73.744 73.933 -0.189

2.1.4. Estimation des coefficients

Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (63). D’aprés ce tableau, les

coefficients statistiquement significatifs sont :

e les termes linéaires b1, by et b3 ;

e les termes binaires bi2 et bis.

Ces résultats montrent que ’effet antioxydant global obtenu par ce mélange est influencé par

I’effet antioxydant de chaque huile seule et par I’interaction de I’HE d’origan avec celle de

marjolaine ainsi que avec celle du serpolet. Cependant aucune interaction ternaire n’influence

I’effet antioxydant du mélange.

Tableau 63: Effets des coefficients du modele du mélange 1 qui relient la réponse aux facteurs

Terme coefficients  Estimatio Ecart- Rapport p-value
n type t
O. compactum b1 75,041966 1,582622 47,42 <,0001*
O. majorana b, 49,81 1,582622 31,47 <,0001*
T. serpyllum bs 68,02228 1,582622 42,98 <,0001*
O. compactum*QO. majorana (P 42,253951 7,753234 5,45 0,0006*
O. compactum*T. serpyllum bis 20,784374 7,753234 2,68 0,0279*
O. majorana*T. serpyllum bos3 -13,50677 7,753234 -1,74 0,1197
O. compactum*QO. majorana*T. D123 107,81547 48,65116 2,22 0,0575

serpyllum
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2.1.5. Modéle mathematique et représentation 3D

Le mod¢le mathématique retenu est représenté par 1’équation (Eq11)
y = 75,040c + 49,810m + 68,02Ts + 42,250cOm + 20,780cTs Eqll

La figure (60), représente la représentation 3D obtenu a 1’aide du modéle mathématique,

I’activité antioxydante a obtenir, et les interactions entre les trois huiles du mélange 1 sont

mieux exposées.

Légende

.
i
i ’/’///’/’/ i

i

B270
#1
0 (.compactum
0.majorana
47.00 X3
T. zerpyllum

Figure 60 : Représentation 3D de I'activité antioxydante du mélange 1

2.1.6. Point-Test
Pour finaliser les tests de la validité du modéle retenu, nous nous sommes servis de 1’outil

point test. Ainsi, nous avons realisé un essai dont le résultat correspond a la réponse souhaitée.
Les coordonnées du point test sont : X1=0,16667 ; X2=0,16667; X3=0,66667 ont permis
I’obtention d’une inhibition radicalaire de 67,5%, une valeur qui est trés proche de celle obtenue

par le modéle mathematique équivaut a 70,13%.

2.1.7. Optimisation de la formulation et étude de desirabilité
Pour I’activité antioxydante, le but toujours est de maximiser la réponse. La zone rose sur la

figure (61) illustre les formulations passibles a donner une activité antioxydante qui dépasse les
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78%. L’¢étude de désirabilité montre que I’activité antioxydante optimale a obtenir est de 78,8%

avec un mélange de 0,64% d’origan, 0,13% de marjolaine et 0,21% de serpolet, (figure62).

H G D Facteur X Lim. inf. Lim. sup.
® O O 0.compactum | 0,646988 0 1
O @® O 0.majorana I 0,1332769 0 1
O O @ T.serpyllum i 0,2197352 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim.inf.  Lim. sup.
— AA% ————H 78| 78,382257 A 78
O. compactum
0,4
0,3
0.2/~ §
&
0,1 X 3
2\ [
0,9
O. majorana
Figure 61: Profileur du mélange 1 pour AA=78%
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Figure 62: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antioxydante du

mélange 1

137



Chapitre V : Activité antioxydante

2.2.Mélange 2 : Origanum majorana/Thymus serpyllum/ Mentha spicata

2.2.1. Réponses

Les réponses obtenues pour toutes les expériences proposées par le logiciel sont rassembléees

dans le tableau (64), ainsi que la matrice utilisée pour la formulation.

Tableau 64: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales du mélange 2

Huiles essentielles (%0) v AAY%
N° d’expérience  O. majorana T. serpyllum M. spicata

1 0 50 50 55,04
2 50 0 50 79,55
3 33,333333 33,333333 33,333333 74,74
4 100 0 0 47,30
5 0 50 50 56,04
6 0 100 0 69,63
7 50 50 0 71,49
8 0 0 100 72,49
9 50 50 0 74,48
10 50 0 50 73,91
11 0 0 100 77,32
12 100 0 0 52,32
13 33,333333 33,333333 33,333333 73,31
14 0 100 0 66,41
15 33,333333 33,333333 33,333333 73,31

2.2.2. Validation statistique
D’aprés le tableau (65), la probabilité de la signification du risque p-value inférieure a 0,05

permet de conclure que I’effet principale de la régression linéaire est significatif. Le R? =0,96,

cette valeur témoigne la bonne corrélation entre les valeurs expérimentales et celle calculées,

figure (63).

Tableau 65: Analyse de la variance pour le modéle postulé du mélange 2

Somme des

Source ddl carrés Carré moyen Rapport F p-value
Modeéle 6 1369,8232 228,304 35,2854 <,0001*
Résidus 8 51,7616 6,47

Total 14 1421,5848

R2 0,96

R2 ajusté 0,93
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Ecart-type résiduel=2,5437

Figure 63: Courbe des valeurs d'activité antioxydante observées en fonction des valeurs

2.2.3. Etude des résidus
Le tableau (66), représente les résidus calculés pour le mélange 2, des différences négligeables

ont été observées.

calculées pour le plan de mélange 2

Tableau 66: Résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculé par le modéle du

mélange2
N°Exp Yexp Ycalc Difference
1 52.320 49.810 2.510
2 47.300 49.810 -2.510
3 69.630 68.020 1.610
4 66.410 68.020 -1.610
5 77.300 74.890 2.410
6 72.480 74.890 -2.410
7 71.490 72.985 -1.495
8 74.480 72.985 1.495
9 73.900 76.725 -2.825
10 79.550 76.725 2.825
11 55.040 55.535 -0.495
12 56.030 55.535 0.495
13 73.300 74.260 -0.960
14 74.740 74.260 0.480
15 74.740 74.260 0.480

2.2.4. Estimation des coefficients
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassembles dans le tableau (67). D’aprés ce tableau, les

coefficients statistiquement significatifs sont :
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e les termes linéaires b1, by et b3 ;

e |es termes binaires b1z, bis, et bas.

Ces résultats affirment que I’activité antioxydante dépend de tous les termes du modéle

mathématique adapté, sauf celui traduisant I’interaction ternaire.

Tableau 67: Effets des coefficients du modele du mélange 2 qui relient la réponse aux facteurs

Terme Estimation Ecart-type  Rapport t p-value
Coefficients
O. majorana by 49,81 1,798638 27,69 <,0001*
T. serpyllum b 68,02228 1,798638 37,82 <,0001*
M. spicata b3 74,904624 1,798638 41,65 <,0001*
O. majorana*T. serpyllum b1, 56,293322 8,811493 6,39 0,0002*
O. majorana*M. spicata bis 57,483617 8,811493 6,52 0,0002*
T. serpyllum*M. spicata b2s -63,69602 8,811493 -7,23 <,0001*
O. majorana*T. D123 107,40345 55,29168 1,94 0,0880

serpyllum*M. spicata

2.2.5. Modéle mathématique et représentation 3D

Le modele mathématique retenu par le mélange 2 est représenté par 1’équation Eq12

y = 49,810m + 68,02Ts + 74,90Ms + 56,290mTs + 57,480mMs — 63,69TsMs Eql2

Légende

E3.40

e
T. serpyllum

47.30 #3

k. zpicata

=1
0. majorana

Figure 64: Représentation 3D de I'activité antioxydante du mélange 2
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2.2.6. Point-test

Pour finaliser les tests de la validité du modéle retenu, nous nous sommes servis de 1’outil
point test. Ainsi, nous avons réalisé un essai dont le résultat correspond a la réponse souhaitée.
Les coordonnées du point test sont : X1=0,16667 ; X2=0,16667; X3=0,66667 ont permis
I’obtention d’une inhibition radicalaire de 70,12%, une valeur qui est trés proche de celle

obtenue par le modéle mathématique équivaut a 72,47%.

2.2.7. Optimisation de la formulation et étude de désirabilité

Le profileur du mélange sur la figure (65) illustre la zone rose rassemblant les mélanges
susceptibles a donner une activité antioxydante supérieure a 78%. L’étude désirabilité a montré
que ’optimum de ’activité antioxydante a aboutir est de 79,46% avec un mélange de 0,28 de

I’huile de la marjolaine et 0,71 de la menthe vert.

H G D Facteur X Lim. inf. Lim. sup.
® O O O.majorana i 0,2889 0 1
O @® O T.serpyllum | 0 0 1
O O @ M. spicata ] 0,7111 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim. inf. Lim. sup.
— AA% % 78 79,464037 . 78
O.majorana
0,1
0,9 /—
X 7 0,2
0,8 Nofee =N
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Figure 65: Profileur de mélange 2 pour AA=78%
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Figure 66: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antioxydante du

mélange 2

2.3. Mélange 3 : Myrtus communis/ Artemisia herba-alba/ Thymus serpyllum

2.3.1. Réponses

La matrice d’expérimentation, ainsi que I’activité antioxydante obtenue pour chaque expérience

sont présents sur le tableau (68).

Tableau 68: Matrice d'expérimentation et réponses expérimentales du mélange 3

Huiles essentielles (%0) v

- AA%
N° d’expérience M. communis A. herba-alba  T. serpyllum

1 50 0 50 40,93
2 100 0 0 78,50
3 100 0 0 75,42

4 50 50 0 8,15
5 33,333333 33,333333 33,333333 33,68
6 0 0 100 69,63
7 0 100 0 45,73
8 0 0 100 66,41
9 0 100 0 46,02

10 50 50 0 5,17
11 50 0 50 46,65
12 0 50 50 45,60
13 33,333333 33,333333 33,333333 36,58
14 0 50 50 49,29
15 33,333333 33,333333 33,333333 36,58
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2.3.2. Validation statistique

D’aprés le tableau (69), on peut dire que I’effet principale de la régression linéaire est

significatif, vu que la probabilité de la signification du risque p-value est inférieure & 0,05. Le

coefficient de détermination R2= 0,99, une valeur exceptionnellement satisfaisante pour décrire

la haute corrélation entre les valeurs observées et les valeurs calculées prédites par le modeéle.

Tableau 69: Analyse de la variance pour le modele postulé du mélange 3

Source Degré(s) de Somme des Carré moyen Rapport F p-value
liberté carrés
Modéle 6 6317,3120 1052,89 194,9703 <,0001*
Reésidus 8 43,2019 5,40
Total 14 6360,5139
R2 0,99
R2 ajusté 0,98
80
70
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Ecart-type résiduel=2,3238

Figure 67: Courbe des valeurs d'activité antioxydante observées en fonction des valeurs

calculées pour le plan de mélange 3

2.3.3. Etude des résidus

Le tableau (70), représente les résidus calculés pour I’activité antioxydante du mélange 3, des

différences négligeables ont été observées
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Tableau 70: Résidus entre les valeurs expérimentales et les valeurs calculé par le modele du

mélange 3

N°Exp Yexp Ycalc  Différence
1 78.490 76.950 1.540
75.410 76.950 -1.540

3 45.730 45.875 -0.145
4 46.020 45.875 0.145
5 69.630 68.020 1.610
6 66.410 68.020 -1.610
7 5.170 6.655 -1.485
8 8.140 6.655 1.485
9 40.920 43.785 -2.865
10 46.650 43.785 2.865
11 45.590 47.440 -1.850
12 49.290 47.440 1.850
13 33.670 35.603 -1.933
14 36.570 35.603 0.967
15 36.570 35.603 0.967

2.3.4. Estimation des coefficient
Les effets de tous les facteurs étudiés ainsi que les valeurs statistiques de t-student et la

probabilité observée (p-value) sont rassemblés dans le tableau (71). D’aprés ce tableau, les
coefficients statistiquement significatifs sont :

o lestermes linéaires b, b, et bs;

e les termes binaires b1z, biset bas

e le terme ternaire bi2s.
Ces résultats affirment que I’activité antibactérienne contre B. subtilis dépend de tous les
termes du mode¢le mathématique adapté, sauf celui traduisant I’interaction entre le serpolet et
I’armoise.

Tableau 71: Effets des coefficients du modele du mélange 3 qui relient la réponse aux facteurs

Terme Coefficient Estimation Ecart-type  t-student p-value
M.communis b1 76,957119 1,643203 46,83  <,0001*
A.herba-alba b, 45,87975 1,643203 27,92  <,0001*
T.serpyllum b3 68,02228 1,643203 41,40 <,0001*
M.communis*A.herba-alba b1, -219,0295 8,050019 -27,21 <,0001*
M.communis*T.serpyllum bis -114,8024 8,050019 -14,26 <,0001*
A herba-alba*T.serpyllum D23 -38,02838 8,050019 -4,72  0,0015*
M.communis*A.herba- D123 359,37738 50,51347 7,11  0,0001*

alba*T.serpyllum
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2.3.5. Modéle mathematique retenus et repréesentation 3D
Le modéle mathématique retenu pour I’activité antioxydante du mélange 3 est représenté par

I’équation Eq13.

y = 76,95Mc + 45,87Aha + 68,02Ts — 219,02McAha — 114,80McTs — 38,02AhaTs +
359McAhaTs Eql3

La figure (68) illustre la représentation 3D du melange 3, ou la variation de 1’activité

antioxydante apparait concraitement.

Légende
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Figure 68: Représentation 3D de I'activité antioxydante du mélange 3

2.3.6. Point-test

Pour finaliser les tests de la validité du modéle retenu, nous nous sommes servis de 1’outil
point test. Ainsi, nous avons realisé un essai dont le résultat correspond a la réponse souhaitée.
Les coordonnées du point test sont : X1=0,16667 ; X2=0,16667; X3=0,66667 ont permis
I’obtention d’une inhibition radicalaire de 52%, une valeur qui est trés proche de celle obtenue

par le modéle mathématique équivaut a 49,43%.
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2.3.7. Optimisation de la formulation et étude de desirabilité
Le profileur du mélange sur la figure (60) illustre la zone permettant d’obtenir une activité
antioxydante superieur & 70%. Aucun mélange n’est qualifié capable de donner un effet

antioxydant meilleur que I’huile du myrte seule, ou I’activité atteint 76,95% ,(figure 70).

H G D Facteur X Lim. inf. Lim. sup.
@® O O M.communis i 1 0 1
O @® O Aherba-alba | 0 0 1
O O @ Tserpyllum | 0 0 1
Réponse Isoréponses Y calculé Lim. inf. Lim. sup.
— AA% :hb 70, 76,957119 5 70

M.communis

0,9

T.serpyllum

0,9
A.herba-alba

Figure 69: Profileur de mélange 3 pour AA=70%
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Figure 70: Profil de désirabilité des proportions optimales relatives a I'activité antioxydante du

mélange 3
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2.4. Discussion des mélanges ternaires : activité antioxydante

Les trois mélanges dont I’activité antibactérienne a été évaluée, ont été aussi évalués pour leur
effet antioxydant. En effet, L’interaction entre les HES dans le cas de ’activité antioxydante a
été déja observée par d’autres auteurs, et un phénomene de synergie ou d’antagonisme a été mis
en évidence. En fait, des combinaisons binaires des HEs de Brassica nigra, de Cuminum
cyminum, et de Coriandrum sativum ont montré des interactions synergiques et additive pour
la réduction du radicale libre DPPH [245]. Ainsi, Bag et al, ont testé une combinaison de I’HE
d’Angelica archangelica, 1’alcool de Phenyl ethyl et de a-terpineol, un effet antioxydant
potentiel a été obtenu avec une valeur de CI50 de 3.89 uL/mL [235].

L’interaction entre les antioxydants synthétiques a été aussi évaluée par Yi et al [247], qui ont
illustré 1’effet de synergie existant entre le tocophérol et I’acide ascorbique. Ainsi, Kurechi et
Kato [248] ont prouvé I’effet de synergie entre le butylhydroxyanisole BHA et le
butylhydroxytoluene BHT sur le radical libore DPPH. Un mélange ternaire de BHA,
terbutylhydroquinone TBHQ et le BHT, a été soumis a la méthode des plans de mélange pour
¢évaluer la stabilité d’oxydation du biodiesel B100. Cette étude a mis en exergue I’interaction
synergique produite par le mélange binaire du BHA et TBHQ qui est le mélange le plus efficient
pour la protection du biodiesel B100 de 1’oxydation[233].

Dans le premier mélange, I’interaction entre I’huile de 1’origan avec celle de la marjolaine, ainsi
son interaction avec celle du serpolet ont été significatives, et influence positivement 1’activité
antioxydante de ce mélange. Dans le deuxieme mélange, I’interaction de I’huile de la
marjolaine avec celle du serpolet et avec celle de la menthe ont été significatives et elles ont
influencé positivement son effet antioxydant. Cependant que, I’interaction de I’huile de serpolet
avec la menthe a été significative, mais elle a influencé négativement 1’effet antioxydant. En
revanche, Dans le troisiéme toutes les interactions binaires entre le myrte, ’armoise et le
serpolet, influence négativement 1’effet antioxydant de ce mélange, contrairement a 1’effet

ternaire.

Ces interactions est principalement di au profil chimique de chaque HE. Plusieurs mécanismes
ont été proposés pour expliquer ce phénomeéne. En effet, I’interaction entre le carvacrol et le
thymol a montré sont effet antioxydant synergique quand il a été testée par 1’équipe de Llana-
Ruiz-Cabello [249]. Bien qu’ils ne proceédent pas le méme mécanisme d’action comme il a été
montré par Yanishlieva et al [250]. Le y-terpinéne ayant une structure de cyclohexadiéne,
agissent comme antioxydant grace a son auto-oxydation [89]. Il a montré aussi son effet

synergique une fois mélangé avec la rutine qui est un polyphénol [251]. Le monoterpene p-
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cymene, est considéré comme un antioxydant substantiel, il a déja montre un effet antioxydant
synergique avec le thymol et/ou le carvacrol, cependant qu’il montré un effet antagoniste avec
la thymoquinone. Toutefois, ce dernier mélange a produit un effet antioxydant synergique une

fois ajouté au thymol et/ou carvacrol [252].

Des études antéricures ont aussi participé a 1’explication de la synergie entre les HEs. En fait,
ils ont rapporté que les doubles liaisons carbone-carbone insaturées (C = C) sont capables
d'inhiber les réactions radicalaires en attirant des électrons simples a partir de radicaux libres
pour former un systeme de nuage d'électrons stable [253]. D’autres, classent les antioxydants
en ceux primaires qui perturbent la réaction en chaine oxydante des radicaux libres en faisant
don d'électrons ou d'atomes d'hydrogéne des groupes hydroxylés phénoliques et, par
conséquent, stabilisent les radicaux libres lipidiques, inhibent ou ralentissent la phase
d'initiation et perturbent le stade de propagation de I'auto-oxydation, et en ceux secondaires qui
désactivent l'oxygene singulet, les ions métalliques chélatés, absorbent le rayonnement
ultraviolet, éliminent I'oxygeéne et aident a régénérer les antioxydants primaires. 1ls axiomatisent
la synergie antioxydante dans la combinaison des antioxydants primaires avec ceux secondaires
[254].

V. Conclusion

Toutes les HEs ont montré des propriétés antioxydantes avec des degrés différents d’activité
anti-radicalaire. Les HEs de T. serpyllum, M. spicata et M. communis ont I’activité antioxydante
la plus élevée. Cette activité peut étre principalement attribuées a la présence des composés

comme le Thymol, le carvacrol, le y-terpinene, le p-cymene, le 1,8 cineol, le linalool...

Dans ce dernier chapitre, nous avons élaboré aussi des formulations & activité antioxydante en
nous servant des plans de mélanges. Cette propriété a été liée aussi a la composition chimique.
En effet, la combinaison du serpolet avec d’autres HEs de composition différente a changé la

voie des interactions, et a influencé, par conséquence, I’effet antioxydant obtenu.
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Conclusion générale

Cette these a pour objectif principale la contribution a la valorisation des HEs de la région de
Taounate. En fait, les HEs constituent un groupe numériquement vaste économiquement
important. Elles contiennent des composants actifs utilisés dans le traitement de diverses
maladies. Outre leur utilisation comme remedes, on les emploie aussi dans les industries

pharmaceutique, alimentaire, les cosmétiques et les parfums.

Pour réaliser notre but, nous avons considéré que la détermination de la composition chimique
servira comme un chimio-guidage pour orienter 1’¢tude. Pour cela, Les HES ont été extraites
par hydrodistillation a 1’aide d’un clevenger. La composition chimique des HEs extraites a été

déterminée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse.

Dans cette partie, il ressort que les plantes étudiées ont des rendements moyens en HEs. Des
rendements allant de 0,4% pour le P. asperum jusqu’a 1,85% dans le zest du C. aurantium. Les
résultats de I’analyse de la composition chimique indiquent : une grande teneur en monoterpéne
qui dépasse 50% dans toutes les HES et une richesse en composes ayant le pouvoir antibactérien
et antioxydant.

La composition chimique des HES nous a encouragé a cribler leurs activité antibactérienne (B.
subtilis, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa) et antioxydante (DPPH). Effectivement, les deux
activités ont été mises en évidence. Soulignons que I’intensité de 1’effet a été principalement

liée au ratio des phénols, alcools, aldéhydes, éthers,.. . etc.

Par ailleurs, les interactions avec les matrices alimentaires, doses toxiques, détérioration de la
qualité organoleptique : probléemes qui demande des huiles efficientes, pour utiliser juste de
petite doses et obtenir un effet similaire a celui obtenu in-vitro. En conséquence, avoir recours
a la combinaison des HE comme alternatif améliorant 1’effet antibactérien des huiles nous a

permis :
v" Au niveau des mélanges binaire :

Tester quatre combinaisons en utilisant la méthode de damier « chackerboard » :

O. mjorana/T. serpyllum

O. majorana/L. dentata

P. asperum/O. mixta

C. aurautium zest/C. aurantium feuilles
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Ce qui a permis de déterminer plus que vingt formules ayant un pouvoir antibactérien meilleur

que celui des huiles seules contre les quatre souches étudiées.

v Au niveau des mélanges ternaires :
Une nouvelle méthode étudiant 1’effet antibactérien combinatoire a été développée, basée
sur la détermination de la CMI qui est une méthode standardisée, et modélisée a 1’aide des
plans d’expériences de type « plans de mélanges ».
L’effet antibactérien de trois mélanges a été¢ modélisé :
= 0. compactum/O. majorana/ T. serpyllum
= O. majorana/M. spicata/T. serpyllum

= M. communis/A. herba-alba/T. serpyllum

L’évaluation de I’activité antibactérienne des mélanges tertiaires des HE contre les souches
testées, par la détermination de la CMI en adoptant la méthode des plans de mélanges du type
centré augmenté, nous a permis de modéliser et valider statistiquement ainsi que d’établir un

profil de prédiction du phénomeénes étudié.

Afin de renforcer les mélanges dont ’effet antibactérien a été modélisé, on a eu recours a la
modélisation de leur effet antioxydant. De ce fait, le choix d’une formule optimale en son effet

antibactérien et antioxydant sera mieux orienté selon la destination de la formule.

A D’issue des résultats obtenus tout au long de cette theése, plusieurs pistes de recherche sont a

notre portée et méritent d’€tre entamées.

= Cribler I’effet antimicrobien des HEs étudiées sur plusieurs germes, et tester 1’effet des
mélanges déja modélisés sur ces nouveaux germes ;

= Tester les effets antibactérien et antioxydants combinatoire des composés majoritaires
des huiles combinées ;

= Développer un produit fini a base des formules trouvées ;

= Tester d’autres combinaisons a partir des HEs étude.
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