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Introduction

L’Homme s'est toujours soigné par les plantes de maniére empirique, guidé par la tradition ou
les coutumes. Déja 4000 ans avant J.-C., les populations babyloniennes et sumériennes
utilisaient les plantes pour se soigner : 600 tablettes d'argiles mentionnent 1000 plantes pour
leurs vertus curatives et plus de 800 remedes sont décrits par les Egyptiens.

La Médecine arabe a contribué a I’essor de la médecine traditionnelle par les travaux de Abou
Bakr al-Razi ou Rhazés (865-925), suivi par lbn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit le
"Canon de la médecine". Ce livre servira de base a l'enseignement de la médecine dans les
universités de Louvain et de Montpellier jusqu'aux environs de 1650. Ibn al Baytar (1197-
1248) rédigea le Traité des Simples ou Recueil des remedes simples et des aliments : Kitab al-
Djami li-mufradat al-adwiya wa’l-adhdhiya: ce livre contenait une liste de 1400 préparations
et plantes médicinales, dont plus de 300 sont des apports arabes a la pharmacologie, tandis
que les autres sont des ¢léments déja connus et tirés essentiellement des ceuvres grecques.
Beaucoup de remédes phytothérapiques sont nés des observations, de linspiration et de
lexpérience des guérisseurs et se sont transmis de génération en génération. Les remedes de
bonne réputation ont prévalu malgré le développement de la médecine moderne.
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS 2002) estime qu’en Afrique et en Chine jusqua
80 % et 40% respectivement de la population utilise la médecine traditionnelle pour répondre
a ses besoins de soins de santé. En méme temps, dans de nombreux pays développés, le
pourcentage de populationayant utilisé la médecine traditionnelle au moins une fois se chiffre
a 48 en Australie, 70 au Canada, 42 aux Etats-Unis, 38 en Belgique et 75 en France. Ainsi les
dépenses en médecine traditionnelle; souvent appelée médecine «complémentaire»,
«alternative» ou « non conventionnelle »; sont non seulement considérables mais en hausse
rapide. Aux Etats-Unis, le total des débours consacrés a la médecine traditionnelle en 1997 est
estimé a 2 700 millions de $US. En Australie, au Canada et au Royaume-Uni, les dépenses
annuelles sont estimées a 80 millions de $US, 2 400 millions de $US et 2 300 millions de
$US respectivement.

Le développement de la médecine moderne s’est accompagné par la détermination des
composés actifs, cela a commencé au début du 19°™ siécle par I’isolement de la morphine &
partir du pavot a opium (Papaver somniferum), suivi par I’isolement de la cocaine, la
codéine, la digitoxine et la quinine dont certains d’entre eux sont utilisés jusqu’a présent. On
peut citer encore, L'artémisinine qui a été isolée par les chercheurs chinois en 1972 a partir
d'Artemisia annua L. qui s'avere tres efficace pour lutter contre la malaria qui provoque des

millions de morts par année. La plante d'Artemisia annua L. a été utilisée en médecine
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traditionnelle chinoise comme un remede pour les frissons et fievre depuis plus de 2000 ans.
Ainsi, du fait de ses propriétés thérapeutiques potentielles, la plante a été adoptée par
plusieurs pays d’Europe et aux Etats —Unis.

Actuellement les plantes aromatiques et les huiles essentielles possédent un atout
considérable et jouissent d’une popularit¢ grace a la découverte progressive de leurs
propriétés médicinales : antibactériennes, anti-inflammatoires, antiseptiques, antivirales,
antifongiques, antitoxigques, anti-tumoral, insecticides, insectifuges, tonifiantes, stimulantes, et
calmantes, etc.. , ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique tels
que la parfumerie, la cosmétique, I'aromathérapie et ’agroalimentaire. Leurs nombreux
usages font quelles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux.

Le recours a la médecine traditionnelle, alternative ou complémentaire est due a diverses
raisons comme par exemple : le colt relativement faible des plantes médicinales par rapport
aux médicaments conventionnels, la disponibilité de ces plantes surtout dans les régions les
plus éloignées et au sein des populations les moins favorisées, la résistance aux médicaments,
la méfiance envers les produits de syntheése et leurs effets secondaires indésirables, 1’envie de
consommer «bio » et ces effets benéfiques sur la santé, I’existence de maladies pour
lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace, la confirmation en laboratoire et
en clinique de I'innocuité et de I’efficacité d’un nombre de plus en plus important de plantes
médicinales, et I’échange culturel avec des cultures étrangeéres, notamment d’ autres systémes

de médecine.

Au Maroc la flore vasculaire endémique compte plus de 800 especes et sous-especes, ce qui
représente prés de 20%. Ces taxons endémiques sont répartis sur plus de 52 familles et plus de
230 genres. Il est facile de prévoir que le droguier marocain sera marqué par une forte
empreinte territoriale et un taux de particularit¢ élevé. D’ou la nécessité de valoriser ces
plantes endémiques en les étudiant scientifiquement et en les labélisant, ce qui peut servir de
levier a un nouvel essor économique durable dans le pays. Ainsi I’explication scientifique de
la médication par les plantes surtout endémiques devient une nécessité surtout au sein de la
société marocaine. Ces plantes endémiques peuvent étre un vaste réservoir de substances
actives qu’elles arborent, Ce qui peut conduire & la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens ou molécules d’intéréts scientifiques.

Cependant, la difficulté majeure reste l'identification de nouvelles molécules thérapeutiques,

la caractérisation de leur cible biologique, I’évaluation de leur innocuité et la compréhension
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des mécanismes moléculaires par lesquels elles agissent. D’ou I'intérét des études de criblage
des plantes médicinales dans une perspective d’identification de nouvelles drogues. Il est
important de souligner que la maitrise de la chaine d’extraction, de criblage et d’évaluation de
’activité in vitro et in vivo de ces plantes et de leurs dérivés pourrait conduire a I’isolement de
nouvelles molécules thérapeutiques et/ou a la reconnaissance de la valeur thérapeutique des

plantes utilisées traditionnellement en médecine alternative.

Dans ce contexte, Six especes ont ét¢ sélectionnées pour faire I'objet de cette étude, dont
Thymus satureioides Coss (endémique du Maroc), Origanum compactum Benth (endémique
du Maroc et de la Péninsule Ibérique), Nepeta atlantica Ball. (endémique du Maroc), Nepeta
tuberosa L., Nepeta cataria L. et Nepeta granatensis Boiss.

D’apreés nos recherches sur ces plantes, il n'existe pas assez de travaux sur leurs huiles
essentielles, leurs productivités en HE et biomasse et leurs activités antibactériennes.

Dans un premier temps et dans le cadre de la gestion durable et la valorisation des plantes
aromatiques et médicinales a I'échelle de la Vallée de I’ Agoundis, nous avons mené une étude
qui est une prémiere de son genre dans cette vallée; sur la Productivité en biomasse et en
huile essentielle et la caractérisation chimique de 29 huiles essentielles de Thymus
satureioides Coss . L’évaluation de la productivité nous permet d’avoir une idée sur 1’état des
lieux de ses peuplements afin d’initier un programme d’exploitation durable avec les
exploitants de Thymus satureioides surtout dans la vallée d’Agoundis qui constitue notre
zone d’étude pour cette espece.

En outre, le deuxiéme volet a concerné I’étude préliminaire de la variabilité chimique des
huiles essentilles d> Origanum compactum Benth collectées de 9 sites différents du Maroc.

La troisi¢me partie a été consacrée a I’analyse de la composition chimique et I’évaluation de
’activité antibactérienne des HE de quatre espéces du genre Nepeta : N. tuberosa, N. cataria,
Nepeta granatensis et N. atlantica qui est une endémique Marocaine (a notre connaissance,

aucun travail n'existe sur les propriétés antibactériennes de cette derniere).
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|- Le Maroc et sarichesse végétale :

Le climat méditerranéen au Maroc comprend deux nuances définies par deux facteurs
climatiques principaux : Les précipitations et les températures. Ce sont eux qui déterminent en
grande partie la répartitionde la flore. Cing zones bioclimatiques peuvent étre distinguées: le
saharien, I’aride, le semi-aride, le subhumide et ’humide. Le bioclimat de haute montagne

d’Emberger n’est plus considéré aujourd’hui comme variante froide des bioclimats semi-

arides et subhumides (Bellekhdar. 1997).

v' Le bioclimat saharien: Il couvre plus de 50% du territoire, c’est-a-dire toutes les

régions situées au sud d’une ligne allant du Figuig a la vallée du Dra.

v" Le bioclimat aride : Il s’étend sur le Haouz de Marrakech, la région d’Agadir, les

hauts plateaux de ’oriental.

v' Le bioclimat semi-aride : Il couvre la plus grande partie des pleines atlantiques
situées entre Rabat et Agadir, le littoral méditerranéen (régions d’Hoceima, Nador,
Saidia) et presque tous les piémonts des chaines montagneuses sur des bandes plus ou

moins larges.

v' Les bioclimats subhumides et humides: Situés au niveau des zones montagneuses,

ce sont par excellence les domaines forestiers du Maroc.

v Le bioclimat de haute montagne : Il se distingue par les formations d’espéces
arborescentes adapté au grand froid sec comme le genévrier thurifere (Juniperus

thurifera) et un couvert buissonnant fait de divers xérophytes épineux.

I-1- L’originalité de la flore marocaine:

La flore marocaine est composée de pres de 4200 espéces et sous espéces appartenant

a la quasi-totalité des grandes familles botaniques connues (130 familles et 940 genres
représentés). Ce chiffre élevé traduit bien la richesse de la flore marocaine et sa diversité.

Autotal, d’aprés Emberger (1971), la composition générique de la flore marocaine est a

dominance mediterranéenne (30% des genres) mais avec un nombre élevé de genres

cosmopolites (30%), un nombre assez grand de genres Nordiques (22%), une teinte africaine

(5%) et un endémisme de souche méditerranéenne relativement important (5% des genres)

d’ou I’originalité de la flore marocaine.
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Tableau 1 : Distribution des différentes familles de la flore vasculaire du Maroc en

fonction du nombre d’espéces (Encyclopédie du Maroc 1986-1989).

Famille de flore vasculaire

Nombres d’espéces

Pourcentage (%0)

Astéracées 601 14.3
Fabacées 471 11.2
Poacées 351 8.4
Brassicacées 240 5.8
Caryophyllacées 236 5.6
Lamiacées 226 5.4
Apiacées 174 4.1
Scrofulariacées 147 35
Liliacées 103 25
Autres familles 1649 39.2

I-2- ’endémisme végétal:

Au Maroc la flore vasculaire endémique compte plus de 800 especes et sous-especes ce

qui représente prés de 20%. Si nous tenons compte également des especes a endémisme

moins strict (espéces endémiques baético-rifaines,

algériennes), le taux d’endémicité devient relativement trés ¢levé. Ce sont les massifs du Rif

maroco-canariennes Oou maroco-

et de I’Atlas, le Grand Atlas en particulier, qui hébergent la grande majorité des especes

endémiques, ces taxons endémiques sont répartis sur plus de 52 familles (Benabid 2000).

Les familles qui comportent le plus d’espéces endémiques sont par ordre d’importance

décroissant :

- Les Asteraceae : plus de 140 especes,

Les Lamiaceae : plus de 90 espéces,

Les Fabaceae : plus de 65 especes,

Les Caryophyllaceae : plus de 40 espéces,
Les Scrophulariaceae : plus de 40 espéces,
Les Brassicaceae : plus de 35 espéces,

Les Apiaceae: plus de 33 especes.

territoriale et un taux de particularité éleve.

Il est facile de prévoir que le droguier marocain sera marqué par une forte empreinte
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Diverses explications ont été avancées concernant cet endémisme important (Bellekhdar.
1997):

» Explication géographique qui fait appel a la structure orographique du pays et
aux divers obstacles qui s’opposent a la dissémination des espéces : montagnes
élevées, déserts et océans ;

> Explication paléogeographique qui se fonde sur Iexistence au cours de
I’évolution géologique régionale d’obstacles, disparus depuis, qui se seraient
opposés comme précédemment a la dissémination des espéces (anciennes chaines
montagneuses ou anciennes mers) ;

> Explication paléoclimatique : les bouleversements climatiques que la région a
connu, en particulier au quaternaire, pourraient aider a comprendre la particularité
florale de certains sites et la survivance des especes relictes.

» Explication génétique qui tente de rapporter ’originalité de certaines espéces,
sous especes ou variétés endémique a des phénoménes d’hybridation et
d’allopolyploidie ou plus généralement a des modifications du patrimoine
génétique.

Tous ces facteurs, combinés ou non, ont favoris€¢ I'éclosion au Maroc de plusieurs foyers
d’endémisme dont les plus importants sont situés dans le Souss, les Ida ou Tanane, le pays

Zalane, le bassin fermé de la Moulouya et les hauts sommets montagneux (Bellekhdar. 1997).

II. Données bibliographiques sur les plantes
étudieées :

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de ’homme, puisqu’il s’en sert pour
se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux. L’utilisation des plantes, a des fins
thérapeutiques, est rapportée dans les littératures antiques arabes, chinoises, égyptiennes,
hindous, grecques, romaines (Anonyme 1974 ; N’Guessan et al. 2009). Dans les derniéres
décennies il y a eu un intérét croissant pour I'étude des plantes médicinales et leur utilisation
traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthu et al. 2006 ; Lev 2006).

L'enquéte ethnobotanique s'est avérée une des approches la plus fiable pour la découverte de
nouveaux medicaments. Ainsi le maprouneacin (Maprounnea africana) utilise comme agent

antidiabétique, le taxol (Breviflora taxus) utilisé comme drogue antitumorale, I'artemisinine
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(Artemisia annua) utilisé comme composé antipaludique efficace contre toutes les souches
résistantes de Plasmodium ont étée découverts a partir de plantes et sont directement employeés
(Ajibesin et al. 2008).

Le Maroc est I’un des pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicinale et un
savoir-faire traditionnel a base des plantes médicinales (Scherrer et al. 2005). La richesse de
la flore marocaine et sa diversité, ainsi que ’endémisme important qui la caractérise (soit 800
espéces, sous especes et variétés, ce qui représente prés de 20% de la flore vasculaire
(Benabid 2000), donne a la droguerie marocaine une empreinte territoriale et un
particularisme élevé spécialement en plantes médicinales.

En effet, dans l’art culinaire marocain, on accorde une grande importance aux plantes
aromatiques : le thym, l'origan, la menthe, le romarin, ainsi que I’armoise sont largement
utilisés dans la conservation et 1’aromatisation des aliments. Dans le milieu rural on utilise du
thym ainsi que 1’origan pour la conservation du beurre fondu «smen » (Bellakhdar 1997).
Dans la région du Rif les graines d’origan, macérées dans I'huile d’olive, sont utilisées pour
traiter les gastralgies, les dysenteries, les furonculoses et les algies dentaires (Bellakhdar
1997).

Dans la littérature, les huiles essentielles de thym, origan, romarin, sauge, sont riches en
composés phénoliques comme le thymol, le carvacrol et ’eugénol. Ces composés possedent
un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries : Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, salmonella enterica, Clostridium jejuni, Lactobacillus sake,
Staphylococcus aureus et Helicobacter pyoli (Schmidt et al. 2012 ; Esmaeili et al. 2012;
Sienkiewicz et al. 2011 ; Fabianetal. 2006; Pauli 2001; Sivropoulou et al. 1996).

II-1- Monographie de Thymus satureioides Coss. (Thym-

sarriette du Maroc) :
11-1-1- Généralité sur le genre Thymus :

Le nom Thymus vient probablement du latin "thymus" qui signifie «parfumé» ou du grec
"thymos" qui signifie “"courage" ou "force". La région mediterranéenne peut étre décrite
comme le centre de ce genre (Stahl-Biskup et Saez 2002).

Le nombre d'espéces dans ce genre est encore discutable, il regroupe entre 250 et 350 espéces,

sous-especes et variétés de plantes sauvages (Morales 2002; Lawrence et Tucker 2002 ;



Etude bibliographique | 9

Napoli et al. 2010). Il représente un taxon polymorphe, a la fois chimiquement et
morphologiquement (Morales 2002; Saez et Stahl-Biskup 2002; Marin et al. 2005). Selon
Jalas (1971), Thymus est divisé en huit sections: Micantes, mastichina, Piperella, Teucrioides,
Pseudothymbra, Thymus, serpyllum et Hyphodromi.

Le thym est une épice importante dans la cuisine & domicile ainsi que dans les industries
alimentaires et de l'ardme. En plus c’est une plante médicinale largement utilisée, avec une
ancienne tradition qui remonte aux Egyptiens, qui [utilisaient dans les onguents pour
I’embaumement, puis les Grecs et les Romains qui l'utilisaient a des fins thérapeutiques
(Barros et al. 2010 ; Napoli et al. 2010).

En médecine traditionnelle, les feuilles et les parties florales des especes Thymus sont
largement utilisées comme thé tonique, antiseptique, antitussif, expectorant et carminative,
ainsi que pour le traitement des rhumes (Ghasemi 2009; Rasooli et Mirmostafa 2002).

Il a été rapporté que le thym posséde de nombreuses activités biologiques, antispasmodiques,
antimicrobiennes, antioxydantes, antiplaquettaires, analgésiques et anti-inflammatoires (El
Bouzidi et al. 2013 ; Jamali et al. 2012 ; Dandlen et al. 2010; Soliman et Badeaa 2002 ;
Marino et al. 1999 ;Okazaki et al. 2002; Faleiro et al. 2003; Dob et al. 2006; Hazzit et al.
2009 ; Meister et al. 1999; Grosso et al. 2010; Tepe et al. 2005 ; Elhabazi et al. 2008 ; Ismaili
et al. 2004; Ismaili et al. 2002 ; Miura et al. 2002 ; Van Den Broucke et Lemli 1983).

Au Maroc le genre Thymus est 'une des herbes les plus populaires utilisées dans la médecine
traditionnelle en raison de ses nombreuses propriétés médicinales. 11 est largement répandu
dans plusieurs régions au Maroc et utilisé a 1’état frais ou sec comme plantes culinaires. Cette
disponibilité et le colt relativement faible sont un atout précieux. Il est subdivisé en cing
sections: Micantes, Pseudothymbra, Thymus, Serpyllum et Hyphodromi (Tahiri et al.1998),
qui sont representés par 15 espéces dont 7 endémiques, ce qui fait un taux d'endémisme de
46.6% dans ce genre (Fennane et al. 2007). Dans notre étude nous nous sommes intéressés

particulierement a Thymus satureioides Coss.
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11-1-2- Position systématique de Thymus satureioides Coss.:

Régne Plantae
Sous -regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espéce Thymus satureioides Coss.

11-1-3- Présentation et description de Thymus satureioides Coss.:

Le Thymus satureioides Coss. (figure 1) : C’est une espéce endémique du Maroc (Bellakhdar
1997 ; Benabid 2000). Elle est connue sous les noms vernaculaires suivants : en Tamazight

« Azukni », «izukni», «tazuknit »; en arabe « Zaitra » et en Frangais « Thym-sarriette du
Maroc ».

Figure 1: Thymus satureioides Coss.
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Le Thymus satureioides Coss. c’est un arbrisseau érigé, pouvant atteindre 60 cm, trés rameux,
aux feuilles spatulées, inflorescences en glomérules laches, a la corolle rose ou rose tres péle.
Il est rencontré dans les clairieres des foréts, broussailles, matorrals des basses et moyennes
montagnes jusqu’a vers 2200m, sur substrats calcaires siliceux et sols rocailleux ou plus au
moins terreux mais bien drainés (Benabid 2000). Il peuple les Haut-Atlas et Anti-Atlas, sous
des bioclimats Arides et Subhumides a variantes chaudes et fraiches et au niveau des étages
de végétations Infra-méditerranéen et Méso-méditerranéen (Benabid 2000 ; EL Rhaffari
2008).

v P’usage traditionnel :

Au Maroc le Thymus satureioides Coss. s’emploic en décoction contre la coqueluche, la
bronchite et le rhumatisme (Bellakhdar et al. 1991), les infections gastro-intestinales, les
maladies hépatiques, les coliques, les toux, les infections de la gorge et de la bouche, les
grippes, les rhumes, le coryza, les refroidissements. Il est réputé tonique et antiseptique. On le
mache aussi contre les aphtes et les gingivites. Les feuilles séchées sont fumées en cigarettes
contre le rhume et la grippe (Bellakhdar 1997). 11 est aussi utilis¢ comme condiment et pour
la conservation du smen (beurre fondu). Le miel butiné sur ce thym (spécialité de la région de
Marrakech) est trés recherché par les Marocains car il est réputé posséder de puissantes vertus
thérapeutiques (celle du thym) (Bellakhdar 1997).

v Propriétés pharmacologiques :

Dans la littérature, il a été rapporté que le Thymus satureioides Coss. présente des proprietes
analgésiques (Elhabazi et al. 2008), anti-inflammatoires (Ismaili et al. 2004), anti-oxydantes
(Ichrak et al. 2011 ; Ismaili et al. 2004) et antimicrobiennes (Ichrak et al. 2011 ; Lattaoui et
al. 1993; Lattaoui et Tantaoui-Elaraki1994).

I1-2- Monographie d’Origanum compactum Benth (Origan a

inflorescence compacte) :

11-2-1- Généralité sur le genre Origanum :

L’Origanum vient de 2 mots grecs, "oros" qui veut dire montagne et "ganos" qui signifie

éclat; ce mot signifierait "ornement des montagnes".
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Le genre Origanum L. (Famille des Labiées) comprend environ 70 espéces, Sous-especes,
variétés et hybrides, caractérisé par une diversité morphologique et chimique importante
(Kokkini 1996 ; Kintzios 2002). Le genre Origanum est largement présent dans les fles
Canaries et les Agores, dans 1’Europe du Nord et jusqu'a I’Est de I’Asie. On peut le
rencontrer aussien culture & Cuba ou dans l'ile de la Réunion, mais la région méditerranéenne

représente son aire de distribution la plus importante (figure 2).
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Figure 2 : Aire de distribution du genre Origanum (IETSWAART 1980).

La plupart de ces espéces sont originaires du bassin méditerranéen. Environ 75% se trouvent
dans I'Est méditerranéen et seulement quelques espéces se produisent dans la partie
occidentale de la Méditerranée (Kokkini 1996; Skoula et al. 1999 ; Baser 2002). Ce genre
contient des plantes aromatiques et médicinales, ce sont de petits arbustes ou des herbes
pérennes avec plusieurs tiges, feuilles ascendantes ou dressées, subsessiles ou pétiolées et des
fleurs verticillées regroupées en épis denses ou en vrac, qui sont disposés dans une
inflorescence paniculée ou corymbiforme (Kokkini 1996; Baser 2002).

Les especes d'origan sont d'une grande importance économique comme une épice. Ils sont
également utilisés en médecine traditionnelle pour traiter les troubles de santé. Cependant, des
¢tudes ont montré 1’intérét des plantes de ce genre en raison de leur effet antimicrobien
(S6zmen et al. 2012 ; GoOmez-Sanchez et al. 2011; Sivropoulou et al. 1996 ; Muller et al.
1995 ; Biondi et al. 1993 ; Aureli et al. 1992), cytotoxique (El Babili et al. 2011;
Sivropoulou et al. 1996), insecticide (Traboulsi et al. 2002), nématicide (Oka et al. 2000),
antioxydant (El Babili et al. 2011 ; Lagouri et al. 1993; Nakiboglu et al. 2007; Ozkan et al.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%B6zmen%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22782881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Babili%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21535822
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Babili%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21535822
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2007; Gortzi et al. 2007 ; Tepe et al. 2004; Gouladis et al. 2003), hypoglycémiant (Lemhadri
et al. 2004) et antithrombine (Goun et al. 2002).

Depuis quelques années, I'incorporation d’huiles essentielles d’origan riches en carvacrol
dans les additifs alimentaires pour animaux, suscite un grand intérét (Mheen 2006). Leurs
propriétés permettent d’inhiber des bactéries indésirables (Salmonella, Clostridium, etc.) dans
le conduit gastro-intestinal et de réduire le risque de diarrhée, améliorant ainsi

significativement la santé et la croissance des animaux (Gunter et Bossow 1998).

Au Maroc le genre Origanum est représenté par 5 especes dont 3 endémiques (Benabid 2000).

Nous nous sommes intéressés dans cette étude a Origanum compactum Benth.

11-2-2- Position systématique d’ Origanum compactum Benth:

Régne Plantae
Sous -regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Origanum
Espece Origanum compactum Benth.
11-2-3- Présentation et description d’Origanum

compactum Benth:

L’Origanum compactum Benth (figure 3), plante endémique du Maroc et de 1’Espagne
méridionale (Jahandiez et Maire 1932). Elle est commune dans le Nord et le Centre du Pays.
Les noms vernaculaires sont « za’tar tadlawi » et « za’tar », ce dialectal est porté par d’autres
origans du Maroc et divers thyms (Bellakhdar 1997). Il est considéré par les Marocains

comme le vrai za’tar, ¢’est le plus recherché.
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Figure 3: Origanum compactum Benth.

C’est une plante vivace, en général pubescente, tige pubescente couverte de poils longs,
feuilles caulinaires ovales-ovoides, velues, inflorescences en épis denses et courts, trés
pourprés, bractées florales ovales-lancéolées, rigides, coriaces, fleurs grandes, calice a 5
dents triangulaires et subégales, a marges ciliolées (Benadid 2000).

Il est rencontré dans les foréts, broussailles et matorrals, sur des sols bien drainés, sous des
bioclimats Semi-arides et Subhumides a variantes chaudes et fraiches et au niveau des étages
de végétations Thermo-méditerranéen et Méso-méditerranéen (Benabid 2000). Il est réparti
dans Moyen Atlas, le Maroc Atlantique Moyen, Maroc Atlantique Nord et le Rif (Fennane et
al. 2007).

v P’usage traditionnel :

Partout dans le Maroc, cet origan est considéré comme une panacée. Il est largement utilisé en
médecine populaire en raison de ses multiples effets thérapeutiques. On 'emploie surtout, en
infusions ou en décoction dans le traitement des dysenteries, des colites, des affections gastro-
intestinales, de l'acidité gastrique et des affections broncho-pulmonaires, contre les rhumes,

les grippes, les affections oto-rhino-laryngée (O.R.L.) et les bronchites. On I’administre aussi

14
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sous forme de fumigations. On l'utilise en gargarismes contre les affections de la bouche
(aphtes et gingivites) (Bellakhdar 1997; Lahsissene et al. 2009). Dans la région de Zaér, la
tige feuillée, en infusion ou en décoction, est utilisée aussi comme hypoglycé miant
(Lahsissene et al. 2009). Enfin, il est employé comme tonique, aphrodisiaque et stimulant de
l’appétit (Bellakhdar 1997). C’est aussi un condiment culinaire courant utilisé aussi comme

conservateur pour le smen (beurre fondu).

v Propriétés pharmacologiques :
Dans la littérature, il a été rapporté que 1’Origanum compactum Benth est doté d’activités
antibactériennes (Bouhdid et al. 2009; Sfeir et al. 2013) ; antifongiques (Bouchra et al.
2003) ; Antioxydantes, anti malariennes (El Babili et al. 2011), antiprolifératives contre les
cellules cancéreuses du sein (El Babili et al. 2011 ; Chaouki et al. 2010) et molluscicides
(Hmamouchi et al. 2000).

11-3- Monographie des quatre especes du genre Nepeta :
11-3-1- Généralité sur le genre Nepeta:

Nepeta L. (Gouzeia), c’est un genre de plantes herbacées ou pérennes appartenant a la Tribu
des Stachyoideae-nepetaea, famille des Lamiaceae (lamiacées ou labiées) et comprend
environ 250 espéces. Ces plantes sont réparties en général au centre et au sud de I’Europe,
I’Asie, le Moyen Orient, ’Afrique du Nord et dans les montagnes d’Afrique Tropicale
(Ghannadi et al. 2003 ; Nostro et al. 2001 ; Gkinis et al. 2003; Zenasni et al. 2008).

Les especes du genre Nepeta L. sont utilisées en medecine traditionnelle, par plusieurs
populations a travers le monde, comme diurétique, sudorifique, vulnéraire, antitussif,
antispasmodique, antiasthmatique, fébrifuge, emménagogue, carminatif, tonique et sédative
(Zomorodian et al. 2012 ; Adiguzel et al. 2009 ; Ghannadi et al. 2003; Nostro et al. 2001 ;
Tyler 1994 ; Volk et Stodola 1983). Ce sont des plantes qui facilitent la digestion, calment les
toux rebelles et décongestionnent les bronches. Fraiches, elles soulagent les névralgies
dentaires (Volk et Stodola 1983). Les parties utilisées sont les feuilles, les sommités fleuries,
racines et une partie de la tige préparée en décoction.

Des études menées sur le genre Nepeta L. ont démontré des effets fongicides (Saxena et
Mathela 1996; Srifi et al. 2013 ; Nestorovi¢ et al. 2010), antibactériens (Zomorodian et al.
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2012 ; Zenasnietal. 2008, Nestorovi¢ et al. 2010 ; Bourrel et al. 2000), analgésiques (Aydin
et al. 1998 ; Bouidida et al. 2004 ; 2008) immunomodulatrices (Akbay et al. 2002) et
insectifuges (Gkinis et al. 2003 ; Peterson et Ems-Wilson 2003 ; Zhu et al. 2009). Ces
activités sont attribuées au nepetalactone, composé majoritaire de la majorité des huiles

essentielles du genre Nepeta L.

Au Maroc, la plante Nepeta L. compte 10 espéces dont 4 endéemiques (Benabid 2000) :
Nepeta atlantica Ball. ; Nepeta Barbara Maire ; Nepeta hispanica boiss-ssp : statice Maire et
Nepeta stachyoides Batt.

L’espéce Nepeta L. la plus utilisée en médecine traditionnelle Marocaine, est Nepeta apulaei
Jer., au nom vernaculaire gestan ou gestal. Cette espéce se rencontre fréquemment dans la
région de Rabat-Zaér ou elle est utilisée fraiche et hachée comme vulnéraire, en cataplasmes
(Bellakhdar 1997).

11-3-2- Position systématique du genre Nepeta:

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Nepeta

11-3-3- Présentation et description :

11-3-3-a- Nepeta atlantica Ball.:

Nepeta atlantica Ball. (Figure 4) est une espéce endémique du Maroc. Elle pousse dans les
clairieres rocailleuses des forets, paturages rocailleux, éboulis, graviers des riviéres des
basses et moyennes montagnes calcaires et siliceuses a des altitudes 1000-2800m. La période
de floraison se situe entre juin-aotlt (Jahandiez et Maire 1934). On la trouve dans 1’Anti
Atlas, le Haut Atlas et le Moyen Atlas, sous des bioclimats Semi-aride froid et Subhumide
(Fennane et Ibn Tatou 1998, Fennane et al. 2007).
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v P’usage traditionnel :

Dans le Haut Atlas, cette plante est connue sous le nom de Tayrart et elle est utilisée par la
population de la région en cas de douleurs de rhumatisme et contre les maux de téte
(Anonyme 2002).

v" Propriétés pharmacologiques :

Des études ont rapporté que cette espéce présente des propriétés antibactériennes (Zenasni et
al. 2008), antifongiques (Srifi et al. 2013), analgesiques (Bouidida et al. 2004) et cytotoxique
in vitro vis-a-vis des lignées cellulaires cancéreuses humaine et animale (Merghoub 2004).
L’¢tude de sa toxicité aigue par voie intrapéritonéale témoigne d’une faible toxicité
(Bouidida et al. 2004 ; 2008)

Figure 4: Nepeta atlantica Ball.

11-3-3-b- Nepeta catari L.:

Nepeta catari L. est une herbe vivace, odorante, dont la tige haute peut atteindre 1 metre.
Dressée, rameuse, elle porte des feuilles molles, assez longuement pétioles, en forme de cceur
ou ovales, dentelées, d’un beau vert frais dessus, plus pale dessous (Figure 5). Tres répandue
en Europe et en Amérique du Nord, déja connue a 1’époque de la Rome Antique, elle pousse
dans les rocailles et sur les bords des chemins, dans les zones ensoleillées ou moyennement
ombragées (Simon et al. 1984).

17
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v D’usage traditionnel :

Les feuilles et les fleurs de N. Cataria sont utilisées dans la préparation des sauces, des
soupes et du fromage (Zomorodian et al. 2012). Dans la médecine traditionnelle, cette plante
est utilisée comme antispasmodique, carminative, stimulant, tonifiant, sédatif, et pour le
traitement des troubles gastro- intestinaux et respiratoires, comme les coliques, la diarrhée, la

toux, I'asthme et la bronchite (Zomorodian et al. 2012; Baser et al. 2000).
v" Propriétés pharmacologiques :

Il1a été rapporté que les HE de N. cataria ont un effet antibactérien (Zomorodian et al. 2012 ;
Adiguzel et al. 2009 ; Zenasni et al. 2008 ; Nostro et al. 2001), antifongique (Zomorodian et
al. 2012 ; Adiguzel et al. 2009 ; Srifi et al. 2013), insecticide (Birkett et al. 2011; Peterson et
al. 2002), et antiprolifératif in vitro vis-a-vis des lignées cellulaire cancéreuses humaines et
animales (Merghoub 2004), antispasmodique et myorelaxant (Gilani et al. 2009).

Figure 5: Nepeta cataria L.
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11-3-3-c- Nepeta tuberosa L.:

Nepeta tuberosa L. (Figure 6): Cette plante pousse dans les clairieres fraiches des foréts,
prairies un peu humides des basses montagnes calcaires et silicieuses, de 800 a 2000m
d’altitude. La période de floraison se situe entre Mai et Juin de chaque année. Au Maroc on
trouve la ssp. Reticulata (Desf.) Marie. (Fennane et Ibn Tatou 1998; Tyler 1994) en Haut
Atlas (Akka-n-Ouyyad), Moyen Atlas (dayat Aoua ; dayat Chiker), Littoral de la
Méditerranée et Rif, sous des Bioclimats Semi aride froid, Subhumide et Humide (Fennane et
al. 2007). L’aire géographique de cette plante s’étend sur le Maroc, 1’ Algérie et I’Espagne.
v" Propriétés pharmacologiques :

Des travaux ont rapporté que cette plante est dotée d’activités antifongiques (Srifi et al. 2013),
antibactériennes (Zenasni et al. 2008), analgésiques (Bouidida et al. 2004 ; 2008) et
antiprolifératives in vitro vis-a-vis des lignees cellulaires cancéreuses humaines et animales
(Merghoub 2004), ainsi que d’une faible toxicité (Bouidida et al. 2004 ; 2008).

\ &

Figure 6: Nepeta tuberosa L.
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11-3-3-d- Nepeta granatensis Boiss.:

Nepeta granatensis Boiss. (Figure 7) : Elle pousse dans les foréts et clairieres, prairies
humides des basses et moyennes montagnes calcaires et silicieuses, a 1400-2800m d’altitude.
Sa période de floraison entre juin-juillet (Jahandiez et Maire 1934). On la trouve sur les
montagnes de Haut Atlas et Moyen Atlas sous des Bioclimats Semi aride froid, Subhumide et
Humide (Fennane et al. 2007). L’aire géographique de cette plante s’étend sur le Maroc et

I’Espagne méridionale.

v Propriétés pharmacologiques :

Des études ont montré un faible pouvoir antibactérien, antifongique et antiprolifératif de cette
plante comparativement a N. atlantica, N. cataria et N. tuberosa (Zenasni et al. 2008 ; Srifi et
al. 2013 ; Merghoub 2004).

i, W

Figure 7: Nepeta granatensis Boiss.
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lII- Les huiles essentielles :

111-1- Définition:

De tres nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles. Pour la
8™ gdition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles (= essences = huiles
volatiles) sont des produits de composition généralement assez complexe, renfermant les
principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la

preparation (Bruneton 1993).

Cependant, l’organisme de normalisation AFNOR (2000) (Association Frangaise de
Normalisation) a donné une définition qui prend en compte le mode d'obtention des huiles
essentielles: c’est un produit obtenu a partir d’une matiére premicre végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus,
soit par distillation a sec. Cette définition est cependant restrictive car elle exclut aussi bien

les produits extraits a I’aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

Les huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules volatiles et odorantes,
synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes aromatigques. Celles-ci les conservent dans
des poches au niveau de certains organes (Duquenois 1968). Ces produits odorants sont
extraits par entrainement a la vapeur d’eau ou par pression (cas des agrumes) (Peyron et

Naves 1977).

Les huiles essentielles et les ardmes extraits a partir des herbes aromatigques et épices sont le
résultat d’un mélange complexe de substances volatiles (Durvelle 1983 ; Garnero 1996), ils
sont généralement présents a de tres faible concentration dans les plantes a parfum. En effet
elles sont liquides a température ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, leur
densité est inférieure a celle de I'eau a ’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et
vétiver), volatiles, insolubles dans 1’cau, rarement colorées et solubles dans les huiles
végétales, dans I’éther et dans I’alcool jusqu’a un certain pourcentage. Elles sont peu polaires,
et il convient de les conserver a 1’abri de la lumiére (Durvelle 1983). Les huiles se localisent
dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le cytoplasme de certaines

cellules végétales spécialisées.
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Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne contiennent
pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol,
de mais, d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion naturelle élaborée par le végétal et
contenue dans les cellules de la plante, soit dans les fleurs (ylang-ylang, bergamotier, rosier),
soit dans les sommités fleuries (tagéte, lavande), soit dans les feuilles (citronnelle,
eucalyptus), ou dans 1’écorce (cannelier), ou dans les racines (vétiver), ou dans les fruits
(vanillier), ou dans les graines (muscade) ou encore autre part dans la plante (Anton et
Lobstein 2005).

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle» fait référence au

parfum, a ’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante.
I11-2- Fonction biologique des HE:

Les plantes assurent leur défense par les structures physiques (épines, aiguilles, etc) ou
chimiques (substances toxiques ou repoussantes). Beaucoup de plantes produisent les huiles
essentielles en tant que métabolites secondaires, mais leur rdle exact dans les processus de la
vie de la plante demeure le plus souvent obscure (Rai et al. 2003 ; Bruneton 1999).

Il 'y a beaucoup de spéculation au sujet du "r6le" des huiles essentielles des plantes.
Certainement plusieurs effets apparents " utiles " ont été décrits: Réduction de la compétition
des autres especes de plante (allélopathie) par inhibition chimique de la germination des
graines, et protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et
bactéricides et contre les herbivores par go(t et effets défavorables sur le systeme nerveux
(Ormeno et al. 2007; Thompson et al. 2003; Porter 2001; Vokou et al. 1984; Pellecuer et al.
1976; Dabbah et al. 1970). Certains auteurs pensent que la plante utilise 1’huile pour
repousser ou attirer les insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres
considérent I'huile comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, et

conservant I’humidité des plantes dans les climats désertiques (Belaiche 1979).

I11-3- Localisation des huiles essentielles au niveau de la

plante:

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : feuilles, fleurs,

écorces, bois, racines, des rhizomes, fruits et des graines. La synthése et I’accumulation sont
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genéralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées (Figure 8),
souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a I'huile essentielles
des Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiacées, des poches sécrétrices
des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae. Elles
peuvent aussi étre transportées dans I’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont
localisées dans les tissus internes : ¢’est le cas des rhizomes de fougére male par exemple. Sur
le site de stockage, les gouttelettes d”huile essentielle sont entourées de membranes spéciales
constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement I’évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Anton et Lobstein 2005 ; Bruneton 1993).

Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une méme

espéce, voire dans un méme organe (Oussala et al. 2006 ; Fahn 1979; Fahn 1988).

Glande simple, entié rement chargée d’huile et Les poils épidermiques sur le calice d’une
enforme de dome (800x) chez Mentha arvensis fleur d’un origan (Porter 2001).
(Sharmaetal. 2003).

Glandule sécrétrice sur lasurface supérieure de la feuille
d’Origan vulgaire, montrant I’es pace subcuticulaire rempli
d’huile essentielle (x 420) (Svoboda 2003).

Figure 8: Localisation des structures sécrétrices pour quelques plantes aromatiques.
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Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux: (Oussala et al.
2006 ; Anton et Lobstein 2005 ; Bruneton 1999).
v les fleurs bien sir, exemples : origan, oranger, rose, lavande, le bouton floral

(girofle) ou les bractées (ylang-ylang).

v les feuilles trés souvent, exemples : citronnelle, eucalyptus, menthe, thym, laurier,
sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin.

v' les organes souterrains, exemples : racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore).

v’ les fruits, exemples : fenouil, anis, badiane, épicarpes des Citrus ;

v" les graines. carvi, noix de muscade.

v le bois exemple : bois de rose, santal.

v' T’écorce exemple cannelier.
Certaines familles sont particulierement riches en huiles essentielles : Conifére, Rutacées,
Myrtacées, Ombelliféres, Composées, Labiées (Sauvage 1974 ; Boulos 1983). Au sein d’une
méme plante, elles peuvent étre présentes a la fois dans différents organes. Leur composition

peut varier d’une partie de la plante a I’autre (Paris et Hurabielle 1981).

I11-4-Les facteurs influencant la composition chimique des

huiles essentielles:

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions: Le génotype, I’environnement, I’origine géographique, la période de récolte, le
séchage, lieu de séchage, la température et durée de séchage, les parasites, les virus et
mauvaises herbes (Svoboda et Hampson 1999; Smallfield 2001; Oussala et al. 2006 ; Fellah
et al. 2006).

I11-4-1-Facteurs de variabilité d’ordre naturel:

Les facteurs d’origine naturelle peuvent étre intrinséques, spécifiques du bagage génétique de
la plante ou extrinséques liés aux conditions de croissance et de développement de la plante
(Morinet Richard 1985).
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I11-4-1-1- Facteurs Intrinséques: les facteurs génétiques, la

localisation, le degré de maturité :

111-4-1-1-a- Chémotypes Génétique :

Le premier parametre influengant la composition chimique d’une plante est sa biosyntheése et
donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espéce peut présenter
plusieurs chéemotypes de profils chimiques differents (polymorphisme chimigque).

Les chémotypes ou races chimiques sont tres fréquents chez les plantes aromatiques, on
compte pour Thymus vulgaris, espéce morphologiquement homogéne, sept chémotypes
différents (Bruneton 1993 ; Thompson et al. 2003), dont les essences sont a dominance
géraniol, linalol, y-terpinéol, carvacrol, thymol, trans-thuyanol, terpin-1-én-4-01 ou myrcénol.
Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres especes exemple : La fenchone,
terpéne, proche du camphe, s’accumule dans I’huile essentielle de fenouil amer, alors que le
fenouil doux offre deux chémotypes différents : 1’un a anéthole, ’autre a estragole, sans pour
autant que des caracteres morphologiques différenciés puissent étre décelés (Wichtl et Anton
1999). Il est important de noter que des huiles essentielles a chémotypes différents
présenteront non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités trés variables,

(Franchomme et Pénoél 1990).

111-4-1-1-b- Selon I’organe :

Le potentiel et la composition de I’huile essenticlle dépend de I'organe. Par exemple les
parties fleuries de la sauge, ont une huile essentielle plus riche en certains terpenes que les
feuilles (Perry et al. 1999).

111-4-1-1-c- Au cours du cycle végétatif :

Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles en fonction du cycle
circadien et des saisons, sont nombreuses (Assad et al. 1997; Lopes et al. 1997 ; Anton et
Lobstein 2005). L'heure de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment dans l'année
sont en effet des facteurs importants (Lahlou 2004). A titre d'exemple, il a été démontré que,
la composition de Thuile essentielle de feuilles d'Ocimum gratissimum, varie
considérablement en fonction de I'heure de la récolte (Tableau 2) (Vasconcelos et al. 1999).

Le profil chimique de I'huile essentielle de menthe, par exemple, peut étre différent au cours
de la journée (Wichtl et Anton 1999).
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Tableau 2 : Variation de la composition de I'huile essentielle d*Origanum gratissimum en
fonction de I'heure de la récolte (Vasconcelos et al. 1999).

Constituants Heure de récolte

08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00
B-Pinéne 37 - . - - - 20 - 2,7 13
Myrcéne 1,6 - 1,0 - - - - - - 0,8 -
1,8-Cinéole 52,1 324 274 71 . 2,5 - 807 325 755 225
Linalol 1,5 - 7.9 - - 1,4 - - 1,0
4-Terpinéol 0,6 - 23 - - 2,5 -
a-Terpinéol 1,1 - 18 - - 1,8 - - - . -
Eugénol 140 324 290 906 980 919 803 275 670 114 385
B-Elémene 0,4 . 83 - . - . . - - -
B-Caryophyllene 4,4 - 1,3 - - - 79 2,9 - - 11,6
B-Maalilene 4,8 - 12,2 . - - 11,5 24 - - 13,4

111-4-1-2- Facteurs Extrinséques : le sol, le climat, ’environne ment :

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de I'huile
essentielle. La température, le taux d"humidité, la durée d'ensoleillement, la pluviométrie et les
conditions édaphiques (composition du sol), représentent autant de causes potentielles de
variations de la composition chimique de l'huile essentielle (Angioni et al. 2006; Sokmen
2004 ; Loziene et Venskutonis 2005 ; Bruneton 1999 ; Garnéro 1991).

Selon Fluck (Fluck 1963) les facteurs écologiques prépondérants sont le climat et le sol. Chez
la Mentha piperita par exemple, les nuits froides favorisent la formation de menthol alors que
les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne (Bruneton 1999). Les Citrus ont une
teneur plus importante en huile essentielle lorsque la température est élevée (Bruneton 1999).
Les fleurs de Chrysanthemum coronarium sont plus riches en huile essentielle sous l'effet de
fertilisants (Alvarez-Castellanos et al. 2003).

Pour la méme espéce, le méme génotype et le méme stade de developpement, les facteurs
extrinséques peuvent engendrer des modifications quantitatives et qualitatives importantes
pour les huiles essentielles. Ceci a été confirmé par un certain nombre de travaux (Bakkali et
al. 2008; Dunford et Vazquez 2005).

111-4-2-Facteurs d'origine technologique:

De profondes modifications de I'huile essentielle peuvent intervenir lors de l'exploitation des

végétaux, depuis leur collecte jusqua leur transformation industrielle (Garnero 1985).

26
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Le mode de récolte, les conditions de transport, de séchage et de stockage peuvent générer des
dégradations enzymatiques. Les changements les plus importants interviennent pendant
I'hydrodistillation, sous l'influence des conditions opératoires, notamment du milieu (pH,
température) et de la durée d'extraction (Morin et Richard 1985).

D'autres facteurs tels que les traitements auxquels on peut procéder avant ou pendant
I'hydrodistillation (broyage, dilacération, degradation chimique ou enzymatique, pression,
agitation) contribuent a la variation du rendement et de la qualité de I'huile essentielle (Morin
et Richard 1985).

I11-5- Les activités biologiques et pharmacologiques des

huiles essentielles:

Les effets bénéfiques des composés volatils des huiles essentielles sont utilisés depuis fort
longtemps par les anciennes civilisations pour soigner les pathologies courantes. Aujourd'hui,
apres avoir été délaissées, un temps soit peu par la médecine, le potentiel thérapeutique des
huiles essentielles et de leurs constituants volatils est reconsidéré et les études qui leurs sont

consacrées abondent dans la littérature scientifique.

I11-5-1-Activités biologiques:

L’origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont autant de plantes aromatiques
fréquemment utilisées comme ingrédients alimentaires. Les huiles essentielles de ces plantes
ont toutes une particularitt commune: elles sont riches en composés phénoliques comme
feugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés possedent une forte activité
antibactérienne. Le carvacrol reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de
conservation et ardme alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le
thymol est l'ingrédient actif des rince-bouches et l'eugénol est utilisé dans les produits
cosmétiques, alimentaires, et dentaires. Ces trois composes ont un effet antimicrobien contre
un large spectre de bactéries: Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Salmonella enterica, Clostridium jejuni, Lactobacillus sake, Staphylococcus aureus et
Helicobacter pyroli (Pauli 2001; Fabian et al. 2006). D'autres familles de composés
présentent aussi des propriétés antibactériennes intéressantes: certains alcools, aldéhydes et

cétones monoterpéniques (géraniol, linalol, menthol, terpinéol, thujanol, myrcénol, citronellal,



Etude bibliographique | 28

néral, thujone, camphre, carvone, etc.), des phénylpropanes (cinnamaldéhyde) et des
monoterpénes (y-terpinene, p-cymene). Les industries alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques sont trés intéressées par les propriétés de ces composés d'autant plus qu'il
s'agit d'aromatisants naturels. De ce fait, beaucoup de chercheurs a travers le monde étudient
leur potentiel en tant qu'agent de conservation (Burt 2004).

Les huiles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des produits naturels et en
industrie des parfums (Smallfield 2001).La plupart de ces composés sont également de tres
bons agents antifongiques. Le thymol, le carvacrol, et I'eugénol sont encore ici les composés
les plus actifs. Un grand nombre de composés volatils ont été testés contre une large gamme
de champignons: Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus),
Pénicillium chrysogenum, Penicillium digitatum, Penicillium italicum et bien d'autres
(Kalemba et Kunicka 2003 ; Pérez-Alfonso et al. 2012).

111-5-2-Activités pharmacologiques:

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En aromathérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (Pellecuer et al. 1980) ou au
niveau de la microflore vaginale (Viollon et Chaumont 1994) et d’origine fongique contre les
dermatophytes (Chaumont et Leger 1989).

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires, telles que les rhumatismes, les allergies ou larthrite (Maruyama et al. 2005).
Plusieurs études ont, par exemple, mis en évidence lactivité anti-inflammatoire de I'huile
essentielle de Melaleuca alternifolia (Caldefie-Chézet et al. 2006 ; Koh et al. 2002; Caldefie-
Chézet et al. 2004) et de son composé principal, I'a-terpinéol (Hart et al. 2000). Les composés
actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la production de
médiateurs de l'inflammation. Un autre exemple : I'huile essentielle de géranium (Maruyama
et al. 2005) ainsi que le linalol et son acétate (Peana et al. 2002) ont montré une activité anti-
inflammatoire sur des oedemes de pattes de souris induit par le carraghénane. Les huiles
essentielles représentent donc une nouvelle option dans le traitement des maladies
inflammatoires.

De nombreuses huiles essentielles, comme les huiles de cannelle, muscade, clou de girofle,
basilic, persil, origan et thym possédent de puissants composés antioxydants (Mihailovic-
Stanojevic et al. 2013 ; Edris 2007 ; Karioti et al. 2006). Le thymol et le carvacrol sont

encore une fois les composés les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur structure
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phénolique car les composeés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un
role important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les peroxydes (Braga et
al. 2006). L'activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuable a certains
alcools, éthers, cétones, et aldéhydes monoterpéniques: le linalool, le 1,8-cinéole, le
géranial/néral, le citronellal, l'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes: o-
terpinene, ¥-terpinéne et 1’ a-terpinolene (Edris 2007).

Les huiles essentielles agissent au niveau de la prévention du cancer ainsi qu'au niveau de sa
suppression. 1l est bien connu que certains aliments, comme lail ou le curcuma, sont de
bonnes sources d'agents anticancéreux utiles pour prévenir l'apparition de cancer (Béliveau et
al. 2006). L'huile essentielle dail, par exemple, est une bonne source de composés sulfurés
(Pyun et al. 2006) reconnus pour leur effet préventif contre le cancer (Milner 2001; Milner
2006). Un autre exemple est la myristicine, un allylbenzene présent dans certaines huiles
essentielles, spécialement celle de noix de muscade (Myristica fragrans). Cette molécule est
connue pour activer la glutathione S-transférase chez la souris (Ahmad et al. 1997) et inhiber
la carcinogénése induite par le benzo(a)pyréne au niveau des poumons de la souris (Zheng et
al. 1992). Récemment, il a été decouvert que la myristicine induit lapoptose des
neuroblastomes (SK-N-SH) chez I'humain (Lee et al. 2005).

L'activité anticancéreuse du d-limonene, le composé principal des huiles essentielles de
Citrus, a été prouvée a plusieurs reprises, en particulier au niveau du cancer de I'estomac et du
foie (Uedo et al. 1999).

Certaines études ont mis en évidence lactivité cytotoxique d'huiles essentielles dans leur
ensemble. En voici quelques exemples: I'huile essentielle de Pinus wallichina (Yousuf Dar et
al. 2012), Comptonia peregrina (Sylvestre et al. 2007), Myrica gale (Sylvestre et al. 2005),
Crotons flavens (Sylvestre et al. 2006), Melissa officinalis (De Sousa et al. 2004), Malaleuca
alemifolia (Calcabrini et al. 2004), et Artemisia annua (Li et al. 2004).

Le nérolidol, un sesquiterpéne actif de la plante de I’Amazon Viola surinamensis posséde une
activite antimalaria prouvee par les études de Lopes et al. 1999, dont I'huile essentielle cause
l'inhibition a 100% du développement de I'agent infectieux, cette activité est liée a I'inhibition
de la biosynthese des glycoprotéines.

Avec [émergence de microorganismes pathogenes résistants aux antibiotiques, les huiles
essentielles antimicrobiennes présentent une sérieuse alternative a la médecine des
antibiotiques contre les pathologies infectieuses. Beaucoup de groupes de recherche ont
étudié, par exemple, l'effet de I'huile essentielle de Melaleuca altemifolia contre la souche

Staphylococcus aureus, résistante a la méthicilline («methicillin-resistant Staphylococcus
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aureus» ou MRSA) (Dryden et al. 2004 ; Chan et al. 1998 ; Carson et al. 1995). Cette huile,
dont le composé majoritaire est le terpinén-4-ol, a montré de trés bons résultats in vitro contre
la prolifération de MRSA. Toutefois, son efficacité en milieu clinique demeure contestée
(Flaxman 2005).

I11-5-3-La toxicité des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Certaines
huiles essentielles sont dangereuses lorsquelles sont appliquées sur la peau en raison de leur
pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhyde (Smith et al. 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines (Naganuma et al. 1985). D'autres huiles essentielless ont un effet
neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone sont particulierement toxiques pour les tissus

nerveux (Franchomme et Pénoél 1990).

111-5-4-Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

Les vertus antimicrobiennes des HE sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles (Hala et al. 2000) et des applications sans
bases scientifiques précises. La premiére mise en évidence de ’action des huiles essentielles
contre les bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle 1955). On note aussi I'étude
faite par Chamberland en 1887 de Iactivité antimicrobienne des essences de cannelle,
d’origan et de girofle (Beylier-Maurel 1976). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies
comme antibactériennes (Burt 2004).

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE des plantes
aromatiques (Schmidt et al. 2012 ; Sienkiewicz et al. 2011 ; Tohidpour et al. 2010 ; Fisher et
Phillips, 2009 ; Gutierrez et al. 2008 ; Cox et al. 2000 ; Dorman et Deans 2000 ; Flamini et
al. 1999 ; Marino et al. 1999).

In vitro, I’effet microbicide de certaines HE a méme été trouvé supérieur a celui des
antibiotiques (Valnet et al. 1978). De plus, Leur spectre d’action est trés étendu, car elles
agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances
aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et

d’une souche bactérienne a ’autre (Kalemba et Kunicka 2003). Plusieurs travaux montrent
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que les HE et leurs composés majoritaires ont un effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries a
Gram négatif et a Gram positif (Sienkiewicz et al. 2011 ; Schmidt et al. 2012; Xianfei et al.
2007 ; Zenasni et al. 2008 ; Karaman et al. 2001 ; Lis-Balchin et al. 2001 ; Lis-Balchin et al.
2000 ; Perez et al. 1999 ; Sow et al. 1995 ; Carson et Riley 1995). L’effet des composés
quantitativement minoritaires n’est parfois pas négligeable (Tantaoui- Elaraki et al. 1993).
Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a I’action des huilles
essentielles et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt 2004). 11
existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives Aeromonas hydrophila
(Wan et al. 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al. 2005) ont été décrites comme
particulierement sensibles a I'action des huiles essentielles. La bactérie reconnue comme la
moins sensible a leurs effets reste néanmoins la bactérie Gram négative P. aeruginosa
(Dorman et Deans 2000).

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre inhibée
par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier,
de l'arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se réveélent particuliecrement efficaces contre les
staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (SARM) (May et al. 2000 ; Tohidpour et al.
2010) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Fisher et Phillips 2009). Les
huiles essentielles, isolées de deux especes de thym de Corée, Thymus magnus et Thymus
quinquecostatus, sont également capables d’inhiber la croissance de bactéries résistantes
comme Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella entereditis et S.
aureus (Shin et Kim 2005).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge, etc... L’essence de thym est souvent rapportée comme étant
parmi les huiles les plus actives (Rota et al. 2008; Agnihotri et al. 2003; Bourrel 1993). Son
composé majoritaire, le carvacrol (No. CAS 499-75-2), possede également une forte activité
antimicrobienne (Caccionni et al. 1998). D’aprés les travaux de Sivropoulou et al. 1996, et
Hudaib et al. 2002, les huiles de menthe et d’origan présentent des activités antibactériennes
remarquables contre les souches a Gram+ eta Gram -.

L’activit¢ antifongique et antibactérienne des HE et de leurs constituants est décrite par
plusieurs études (Schmidt et al. 2012; Sienkiewiczetal. 2011 ; Espina et al. 2011 ; Fisher et
Phillips 2009 ; Rota et al. 2008; Gutierrez et al. 2008.; Xianfei et al. 2007; Shin et Kim 2005 ;
Inyoue et al. 2001; Sivropoulou et al. 1996 ; Kimet al. 1995; Juven et al. 1994; Conner 1993;
Lagouri et al.1993 ; EI Naghy et al. 1992)
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Ultee et coll. (Ultee et al. 2000b ; Ultee et al. 1998) qui ont montré¢ I’effet bactéricide du
carvacrol sur Bacillus cereus dans les aliments.

Shin et Kim 2005 ont montré que les huiles essentielles, isolées de deux espéces de thym de
Corée, Thymus magnus et Thymus quinquecostatus, sont capables d’inhiber la croissance de
bactéries résistantes comme Streptococcus pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella
entereditis et S. aureus.

Une étude in vitro a montré I'effet antiviral de I'HE d’origan et du girofle sur le virus Type 1
de I'herpés simplex ainsi que sur le virus de la maladie de Newcastle (Siddiqui et al. 1996).
L’huile de Melaleuca alternifolia (Tea tree oil) et celle d’eucalyptus d’origine australienne
ont été testées sur le virus de I’herpés simplex dans des cultures cellulaires (Schnitzler et al.
2001).

Le carvacrol, thymol possede une activité antibactérienne et une activité antifongique contre
les mycétes phytopathogénes (Schwémmle et al. 2001), également I'huile essentielle de la
Menthe pouliot dont le composé majoritaire est la R (+) Pulégone (82%) est dotée d’un fort

pouvoir antifongique contre Pénicillium et Mucor (Belghazi et al. 2002).

111-6- Mode d’action des huiles essentielles:

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucidé (Kalemba et Kunicka 2003 ; Burt 2004). Il est principalement lié au profil chimique
des constituants de chaque HE qui est largement diversifié (Cox et al. 2000 ; Harkenthal et al.
1999; Kandil et al. 1994; De Buochberg et al. 1976). Il est fort probable que I’activité
antimicrobienne des HE, résulte d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant
différentes cibles cellulaires (Burt 2004 ; Carson et al. 2002, Skandamis et al. 2001) (figure
9).
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Figure 9 : Mode d’action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la
cellule bactérienne (Burt 2004).

Dégradation de la paroi cellulaire (Thoroski et al. 1989;. Helander et al. 1998),
Endommagement de la membrane cytoplasmique (Knobloch et al. 1989;. Sikkema et al. 1994;.
Oosterhaven et al. 1995;.. Ultee et al. 2000a, 2002 ), Endommagement des protéines
membranaires (Juven et al. 1994;.Ultee et al. 1999); Relarguage du contenu cellulaire
(Oosterhaven et al. 1995;. Gustafson et al. 1998;. Helander et al. 1998;. Cox et al. 2000;. Lambert
et al. 2001);. Coagulation du cytoplasme (Gustafson et al. 1998) et de I'épuisement de la force
motrice de proton (Ultee et Smid 2001; Ultee et al. 1999).

La propriété hydrophobe qui caractérise les molécules présentes dans les huiles essentielles,
permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une déstabilisation de la
structure et une augmentation de la perméabilitt membranaire (Sikkema et al. 1994). Ces
modifications entrainent une fuite d’ions, de composés intracellulaires et I’inhibition des
enzymes membranaires intégrées (Souza et al. 2013 ; Trombetta et al. 2005 ; Carson et al.
2002 ; Ultee et al. 2002 ; Cox et al. 2000, Lambert et al. 2001, Skandamis et al. 2001). Dans
le cas ou les éléments cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de la bactérie

ousi la perte de matériel est trop importante, cela entraine la mort cellulaire (Burt 2004).

Quelgues investigations sur le mécanisme d’action antimicrobienne des HE ou de leurs
constituants ont été décrites dans la littérature.

Des observations en microscopie électronique a transmission réalisées par Rasooli et al. 2006
sur des bactéries de Listeria monocytogenes, exposées a des huiles essentielles de Thymus

xporlock, ont mis en évidence une diminution de la taille des bactéries, moyen probablement
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employé pour survivre, (figure 10 b), une altération de la paroi bactérienne (figure 10 b, c et
d), une agrégation du cytoplasme (figure 10 c) et un rapprochement des cellules (figure 10 b

et figure 10 c).

Figure 10: Observation en microscopie électronique a transmission des bactéries de Listeria
monocytogenes (Rasooli et al. 2006).

(a): microphotographie électronique (x 50 000) de L. monocytogenes (contrdle) avec N: chromosome, CW: paroi
cellulaire.
(b): microphotographie électronique(x80 000) de L. monocytogenes exposée a lhuile essentielle de Thymus xporlock
(dilution 1/16). Les cellules présentent une diminution de la taille (probablement pour la survie). La paroi cellulaire
(CW) subit des changements dégénératifs. Les cellules se rapprochent les unes des autres (fleches).
(c): microphotographie électronique (x30 000) de L. monocytogenes exposée a I'huile essentielle de Thymus x-porlock
(dilution 1/8), le cytoplasme a perdu sa distribution montrant méme une agglutination de matériel cytoplasmique
(fleches blanches). Les cellules se rapprochent les unes des autres (petites fleches noires).
(d): microphotographie électronique(x80 000) de L. monocytogenes exposée a lhuile essentielle de Thymus xporlock

(dilution 1/8). La cellule présente de graves endommagements de la paroi et organites cellulaires.

L’influence du carvacrol et du thymol sur des souches de Staphylococcus aureus a été
étudiée par Souza et al. 2013. 1Is ont conclu que les concentrations sublétales du carvacrol et
du thymol (0,3 et 0,15 pL/mL) inhibent l'activité enzymatique de la coagulase et la lipase,
entrainent une suppression totale de la production d'entérotoxine et une diminution de la
tolerance au sel. Une perte d’ions potassium et de matériel absorbant a 260 nm a eu lieu

immédiatement aprés l'addition de 0.6 pL/mL de carvacrol et 1.2 uL/mL de thymol. Des
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observations au microscope électronique a balayage ont montré des déformations cellulaires
de S. aureus. Le largage du matériel cellulaire et ’altération de la surface cellulaire suggeérent
un endommagement de la membrane cytoplasmique cellulaire, ce qui entraine une
perturbation de la sécrétion de protéines et pourrait étre responsable des propriétés anti-

staphylocoques du carvacrol et du thymol (Souza et al. 2013).

Le mode d’action du carvacrol a été bien étudié sur Bacillus cereus. Ce composé pénetre dans
la bicouche lipidique et se positionne entre les chaines d’acides gras. Cette déformation de la
structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant & une modification de la perméabilité
passive. Chez les bactéries exposées au carvacrol, on observe une diminution de I’ATP
intracellulaire, mais aussi une diminution du potentiel membranaire. Ainsi, le carvacrol, en
augmentant la perméabilité de la membrane plasmique, n’entraine pas une fuite d’ATP mais
une fuite de protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et, donc, de la synthese
d’ATP. Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH a travers la
membrane plasmique. Le carvacrol formerait des canaux dans la membrane permettant la
fuite des ions (Ultee et al. 2002, Ultee et al. 1999). En plus de limiter la croissance, le
carvacrol est capable d’inhiber la production de toxines chez B. cereus. Deux hypotheses ont
été présentées : soit I'exportation active des toxines hors de la cellule n’est plus possible a
cause du manque d’ATP ou de la diminution de la force protomotrice, soit le faible taux

d’ATP restant dans la cellule est utilisé par la bactérie pour survivre (Ultee et Smid 2001).

Le cinnamaldéhyde, principal constituant de I’huile essenticlle de cannelle (Cinnamomum
cassia), est tres actif contre de nombreuses bactéries Gram positives et Gram négatives
(Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterobacter sp). Il inhibe les ATP synthétases
bactériennes et provoque une diminution de la production d’ATP intracellulaire (Gill et
Holley 2004 et 2006).

Kwon et al. 2003 ont éffectué des observations en microscopie électronique a balayage sur
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus. Les B. cereus traitées avec le cinnamaldéhyde
apparaissent plus allongées et ont une forme filamenteuse (figure 11b) que les cellules non
traitées (figure 11a), le cinnamaldéhyde empéche la formation compléte de septum de division
et entraine une modification de la morphologie cellulaire. Chez S. aureus, il n’y a aucune
modification de la morphologie cellulaire (figure 11c et d) mais un relarguage des protéines

cytoplasmiques, qui se traduit par une forte diminution de la densité cellulaire.



Etude bibliographique

B. cereus

S. aureus

Figure 11 : Micrographies électroniques a balayage de Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus (Kwon et al. 2003).

(aetc) :ttmoins, (b etd) : traitement au cinnamaldé hyde

Le mode d’action des HE dépend aussi du type de microorganismes. En général, les bactéries
Gram - sont plus résistantes que les Gram + et ceci est directement lié a la structure de leur
paroi cellulaire (Zomorodian et al. 2012 ; Burt 2004). Ainsi, la membrane extérieure des
Gram - est plus riche en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux de Gram+ qui la rend
plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains
composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent
adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires
grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus vulnérab le
(Dorman et Deans 2000).

I11-7- Composition chimique des huiles essentielles:

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de mélanges
complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a deux

groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés terpéniques et les
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composés aromatiques dérivés du phenylpropane, beaucoup moins fréquents. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des
constituants non volatils (Bakkali et al. 2008 ; Bruneton 1999; Teisseire 1991).

I11-7-1- Terpenes:

Les composés de type terpénique sont largement rencontrés dans les huiles essentielles. Bien
que les hydrocarbures terpéniques aient des structures trés diverses, ils sont formés d’un
multiple pair ou impair d’unités de 2-méthylbuta-1,3-diéne ou appelé encore isopréne. On
distingue ainsi selon le nombre de carbone constituant les molécules de ce groupe: les
monoterpénes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les triterpenes, (C30) et
les tétraterpénes (C40). Les terpénes les plus rencontrés dans les huiles essentielles sont les
terpénes les plus volatils, c’est a dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée
telles que les mono et les sesquiterpenes (Bruneton 1999) (Tableau 3).

Exceptionnellement, quelques diterpénes (C20H32) peuvent se retrouver dans les huiles
essentielles (Bakkali et al. 2008 ; Vila et al. 2008 ; Lahlou 2004 ; Richter 1993). La réactivité
des cations intermédiaires obtenus lors du processus biosynthétique des mono- et
sesquiterpenes explique I'existence d'un grand nombre de molécules dérivées fonctionnalisées
telles que des alcools (géraniol, o-bisabolol), des cétones (menthone, B-vétivone), des
aldéhydes (citronellal, sinensal), des esters (acétate d'a-terpinyle, acétate de cédryle), des
phénols (thymol), etc. (Tableau 3).



Etude bibliographique | 38

Tableau 3 : Difféerents types de molécules rencontrées dans I’huile essentielle

(Loupy 2006).
Formule Température Solubilité dans
moléculaire débullition I’eau (gL'
Monoterpeénes
Limonéne CioHis 175.4 <107
Pinéne CioHis 157.9 <107
Sabinene CioHis 164 <107
Myrcéne CioHis 167 <107
y-Terpinéne CyoHis 183 <103
para-Cymeéne CioHis 173.9 <107
Sesquiterpénes
B-Caryophyllene CisHag 268.4 <107
o-Santalene CisHas 247.46 <103
a-Zingeberene C15Hoy 270.7 <107
B-Curcumene CisHas 266 <107
Diterpene
Phytol CaoHi0O 3355 <107
Alcools
Géraniol CoH;70H 229.5 0.67
Linalool C1oH;70H 198.5 0.67
Aldéhydes
Citral C1oH160 210.9 2.61
Cuminic aldéhyde C10H2O 254.6 0.26
Ketones
Camphor C10H160 207.4 0.92
Carvone C1oHpO 230.5 1.60
Phénols
Th}’l’llOl C13H140 233 0.85
Eugénol C1oH1,05 255 252
Acétates
Neryl acétate C12HrgOn 274.5 0.71
Linalyl acétate C12HygOs 220 0.57
Oxydes
1,8-Cineol C1oHis0 174.8 5.8x 107

Linalool CoH;50 198.5 0.67




Etude bibliographique
I11-7-2- Composés aromatiques :

Contrairement aux dérives terpéniques, les composes aromatiques dérives du phénylpropane
sont moins fréquents dans les huiles essentielles. Ces composés aromatiques empruntent une
voie biosynthétique différente de celle des terpénes (Bakkali et al. 2008) et ils sont
généralement responsables des caracteres organoleptiques des huiles essentielles.

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, leugénol,
lanéthole, l'estragole, et bien d'autres. lls sont davantage fréquents dans les huiles essentielles
d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la
vanille, la cannelle, le basilic, l'estragon, etc. (Bakkali et al. 2008 ; Bruneton 1999; Teisseire
1991).

Les dérives phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en proportions
tres variables de telle sorte que le produit est hétérogene et complexe sur le plan chimique. Ils

sont biosynthétisés au sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment I'essence naturelle

(Bakkali et al. 2008) (Figure 12).

111-7-3- Composés d’origines diverses :

Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation, de
terpenes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent de l'auto-oxydation
des carotenes) et d'acides gras (les petites odorantes, comme par exemple le (32)-hexén-1-ol

ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et a—linolénique) (Bruneton
1999).
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1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y”) or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
H QCR/
Alcohol acyelic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol
T
OH
CH
-Sesquerpitenes
Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene
T o T OH
2. Aromatic compounds
Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
o ~CH,
S .
= — OCH,
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole
_/;_<\_/>_DCH3 /—<\_H}013H3 Ol P
3. Terpenoides (Isoprenoides)
Ascaridole Menthol
N\ AN
o
/ N—/ . OH

Figure 12: Structure de quelques substances rencontrees dans les huiles essentielles.

(Bakkali et al. 2008).
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111-8- Classification des composés terpéniques chez les plantes:
111-8-1- Deéfinition:

Vers le milieu du XIXeme siécle, les travaux sur I'essence de térébenthine sont a l'origine du
terme “terpénes”. Les terpénes constituent une famille de composes largement répandus dans
le régne végétal. On les trouve fréquemment dans les huiles volatiles des plantes, nommées
huiles essentielles car elles renferment la "Quinta essentia ", la fragrance de la plante (Lamarti
et al. 1994). On peut en rencontrer encore, chez les animaux, les phéromones et hormones
juvéniles sesquiterpeniques des insectes et dans les organismes marins (Bruneton 1993).

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (CsHx)n dont le x est variable en fonction du degré d’insaturation de la
molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus
de 100 (le caoutchouc). Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans
leur squelette d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone de formule (C5H8) reconnue par
Wallach dés 1887. Cet isopréne (I) (Figure 13) est a la base du concept de la "régle
isoprénique" énoncée en 1953 par Ruzicka et complétée par Lynen et al. 1958 et Bloch et al.
1959. Cette regle considére le diphosphate d'isopentényle (I1), désigné sous le nom d'isopréne
actif, comme le véritable précurseur de la molécule terpénique ; d'ou le nom d'isoprénoides
sous lequel on les désigne également.

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpenes

avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.).

CHg CHg
| c é:\ H\cf\H
= —=Clb =
ch/c\c/ HoCZ c— OPP
I ah
H H
H
I 1
(= méthylbutadiéne diphosphate d'isopentényle

= 2-méthyl 1,3-butadiéne)

Figure 13 : Structure chimique de I’isopréne (I) et diphosphate d'isopentényle (II)
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111-8-2- Classification des composés terpéniques:

La classification des terpénes est basée sur le nombre de répétitions de l'unit¢ de base
isoprene, ils sont subdivisés en : Hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes
(C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et
polyterpénes (C5H8) n. Dans le régne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie

des métabolites secondaires avec les flavonoides et les alcaloides.

111-8-2-1- Les monoterpenes :

Les monoterpénes (CsHx), sont une classe de terpenes a 10 atomes de carbone, ils sont
volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la majorité
des constituants des huiles essentielles. lls existent sous la forme des hydrocarbures simples
(limonéne, myrcene..), d’aldéhydes (géranial, néral, citronellal, citral), d’alcools (géraniol,
nerol, citronellol, citrol, linalol,..) et d’acides (acide linalique, acide géranique) voire d’esters
(acétate de linalyle..).
Les monoterpénes connus se trouvent principalement dans 3 catégories structurelles : les
monoterpenes linéaires (acycliques), les monoterpenes avec un cycle unique (monocycliques)
et ceux avec deux cycles (bicycliques) (Figure C-4). Ils résultent d’une fusion typique téte-a-
queue des unités d’isopréne (Allen et al. 1977).

» Les monoterpenes acycliques : (Figure C-4)
Le géranyl pyrophosphate (GPP), est le précurseur de cette catégorie de monoterpénes. Dans
ce groupe, le géraniol est le plus répandu dans le regne végétal.

» Les monoterpénes monocycliques : (Figure C-4)
Ces composeés sont formés a partir du néryl pyrophosphate (NPP) ou du géranyl
pyrophosphate (GPP) (Croteau et Kartp 1977). Les composés aromatiques sont les plus
importants dans cette catégorie, comme le p-cyméne et ses dérivés hydroxyles qui se trouvent
associés avec le y-terpinéne (Poulose et Croteau 1978). On distingue 4 groupes dans cette
catégorie:
1- Les hydrocarbones en C10H16 contenant deux doubles liaisons: D-limonéne et les
phellandrenes sont les représentants les plus connus de cette famille.
2- Les hydrocarbones en C10H18 contenant une double liaison: les terpinéols sont les plus

fréquents dans cette famille.
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3- Les hydrocarbones en C10H20: Les menthanes (hydrocarbures saturés) n’existent pas a
I’état naturel, mais on trouve leurs dérivés alcool et cétone correspondants: le menthol et la
menthone.
4- Les hydrocarbones en C10H20 contenant un oxyde: Dans cette famille, le cinéole ou
I’eucalyptol sont trés abondants.

» Les monoterpenes bicycliques : (Figure 14)
Ces composés se trouvent dans un grand nombre d’huiles essentielles, surtout celles issues
des coniferes. La plupart de ces monoterpenes font partie des familles pinane, bornane ou
thujane, tandis que les familles fenchane et carane sont moins représentées. Les monoterpenes
majeurs issus du pinane sont I’a-pinéne et le R-pinéne qui sont largement distribués dans les
plantes (Croteau et Karp 1977). Le bornéol, I’isobornéol et le camphre sont les terpénes les
plus importants dans la famille bornane. Les terpénes les plus communs de thujane sont les
cétones thujone et isothojone, les alcools et les hydrocarbones associés. Le fenchone (cétone)
et les alcools (a-fenchol et R-fenchol) sont des constituants majeurs de la famille fenchane.
Enfin, le car-3-ene est le seul monoterpene commun de la famille carane.

G- S

oH

%

Nercl Geroniol Citronellcl Linalool Myrcene Ocimens
O,
Q
OH
OH -
a-Terpineal Limonene Terpinolene I,B-Cineole Terpiren -4 - ol Caorvone
OH
OH
»-Terpinene a-Terpinene £ - Cymeneg Thymaol Carwvacrol Cuminyl Alcen
e}
(+)-a—Pinene (-)-8-Pinene (+)—Myrtenal [+#)~-Bornecl! (-1-lsabarneal (#)-Campha
~ !
1 ' 1 ] \]\
/A\ o s LR o
(=)-Thujol (-)-Thujone {(+}-Isothujone {~}~a~-Thujene {+)- Sabinene (+)-Car-3-ene

Figure 14: Certaines molécules représentatives des monote rpénes acycligues et monocycliques
et bicycliques (Loomis et Croteau 1980).
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Les iridoides et les pyréthrines forment deux classes de composés tout a fait

particuliéres des monoterpenes. Les iridoides sont des monoterpénes caractérisés par un

squelette <<cyclopenta[c] pyrane >>, ou le squelette << iridane > (Figure 15).

Figure 15: Squelette iridoide.

Les autres exemples des monoterpenes irréguliers issus par un couplage non classique de

I’isopentényle pyrophosphate et le diméthylallyl pyrophosphate sont connus sous le nom de

<pyréthrines>> (Padua et al. 1999). Les monoterpénes existent a I'état halogéné chez les

algues et sont largement distribués chez les végétaux : exemples d’ordre astérales et laurales
(Konig et al. 1990 ; Bruneton 1993).

111-8-2-2- Les sesquiterpenes:

Ce n’est qu'en 1910 que Semmler détermine la structure correcte du premier composé
sesquiterpénique, le B-santéne. Trois ans plus tard, en 1913 Kerschebaum établit la structure
du trans-2-trans-6-farnésol, un alcool linéaire, la deuxieme structure sesquiterpénique décrite
avec précision (Teisseire 1991). Depuis, le nombre de composés sesquiterpéniques n’a cessé
de croitre.

Les sesquiterpénes sont des composés a 15 atomes de carbones constitués de trois unités
isopréniques et derivant de leur précurseur universel, le farnésyl diphosphate (FPP). lls se
divisent en plusieurs catégories structurelles : acycliques, monocycliques, bicycliques,
tricycliques et polycycliques. Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes dont les

molécules les plus caractéristiques sont présentées a la figure 16.

> Les sesquiterpenes acycliques :
Ils sont susceptibles d’étre dérivés de trans, trans-farnésyl pyrophosphate (FPP) qui constitue
I’analogue de la génération des monoterpénes acycliques a partir de géranyl-pyrophosphate

(GPP). Généralement tous les monoterpenes acycliques ont un analogue sesquiterpéne direct.
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> Les sesquiterpenes monocycliques :
Les sesquiterpénes monocycliques sont divisés principalement en 4 familles: Bisabolan,
Germacran, Eleman et Humulan (Figure 17). Le zingibéréne est un exemple de la famille du
Bisabolan, que I’on retrouve par exemple dans l'essence de Gingembre. Le periplanone,
dérivé du germacrane est une phéromone sexuelle chez la blatte.

» Les sesquiterpénes polycycliques :
Parmi les sesquiterpenes polycycliques, le caryophylléne est le plus important que I'on

retrouve principalement dans le poivre et certaines épices.

VEVIE N G ealiee)

B-farnesene Nerolidol Bisabolene Zingiberene Caryophyllene 8-Cadinene
Sesquiterpénes Sesquiterpénes Sesquiterpénes
Acycliques Monocycliques Bicycliques
tﬁj PO
Cedrene a-Santalene

Sesquiterpénes
Tricycliques

Figure 16 : Schémas des principales formes de squelettes carbonés des sesquite rpe nes
(modifié d’apres Dudareva etal. 2006).

Bisoholan Germacran El=man Hunmilan

Figure 17: quatre molécules re présentatives des 4 principales familles de
sesquite rpe nes monocycliques.
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111-8-3- La biosynthése des terpenes:

Les terpénes sont des composés qui dérivent tous d’une molécule unique a cing atomes de
carbone, I'isopentényl diphosphate, ou IPP, et de son isomere le diméthylallyl diphosphate, ou
DMAPP.,

L’IPP et le DMAPP sont formés par deux voies biosynthétiques distinctes : la voie dite
classique du mévalonate/acétate, ou voie MEV a partir de I’acetyl-CoA, qui se déroule dans
le cytoplasme ou les mitochondries, et la voie dite alternative indéependante du mévalonate, ou
voie MEP (2Cméthyl-D-érythritol 4-phosphate) a partir du 1-deoxyxylulose 5-phosphate qui a

lieu dans les plastes.

La synthése des monoterpenes, sesquiterpenes et diterpénes peut étre résumée en quatre
¢tapes. La premiere étape est la synthése de I'IPP et son isomérisation en DMAPP. La
deuxiéme est la condensation de ces molécules par les prényltransférases pour donner le GPP
(géranyl diphosphate), le FPP (farnésyl diphosphate) et le GGPP (géranylgéranyl
diphosphate), précurseurs des monoterpénes, sesquiterpénes et diterpénes, respectivement.

Dans une troisieme étape, les prényl diphosphates subissent des réactions de cyclisation
catalysées par un ensemble d’enzymes appelées terpene synthases (TPS) pour produire les
squelettes de base. Enfin, dans une quatrieme étape, ces squelettes sont remaniés par des
enzymes de maturation des terpenes, ce qui aboditit a la formation de centaines de composés

différents.

I11-9-Les procédeés d'extraction des huiles essentielles:

« La distillation n’est autre chose que la séparation de la matiere subtile de la mati¢re brute et
de celle-ci de la matiére subtile. Elle distrait ce qui est fragile et destructible de ce qui est
indestructible, ce qui est matériel de I’immatériel. Elle rend spirituel ce qui est corporel et

substitue la beauté a la laideur ». Jéréme Brunschwig, médecin strasbourgeois (1450-1534).

111-9-1-Distillation:

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant l'entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'heure actuelle. La méthode

est basée sur lexistence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure aux points
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d'ébullition des deux composés, I'huile essentielle et leau pris séparément. Ainsi, les
composes volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure a 100 °C sous
pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par
leur vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (Franchomme et Pénoél 1990). Il existe
précisément trois différents procédés utilisant ce principe: I'hydrodistillation, I'hydrodiffusion

et l'entrainement a la vapeur d'eau (Silou et al. 2004).

111-9-1-1-L"hydrodistillation (water distillation):

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel
végétal est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. Le tout est ensuite porté a ebullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans
un réfrigérant et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité.
L'huile essentielle étant plus légére que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-
dessus de I'hydrolat (Bruneton 1999) (Figure 18). Cette technique a été appliquée dans de
nombreux travaux (Silvério et al. 2013; Ghasemi Pirbalouti et al. 2013 ; Bekhechiet al. 2008;
Senhajiet al. 2006).
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Figure 18: Appareillage utilisé pendant I’hydrodis tillation d’huile essentielle
(Bourrel 1993).

111-9-1-2-La distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam
distillation):

L’entralnement a la vapeur est un procédé utilis¢ depuis plusieurs millénaires mais a été
particulierement bien défini par Avicenne vers I’an mille. Pendant plusieurs centaines
d’années, il a été principalement utilis¢ dans I'industrie de la parfumerie a Damas et en Iran,
pour étre par la suite fidélement copi¢ par Grasse, en France. Ce procédé¢ est susceptible, s’il
est bien conduit, de fournir des produits de qualité (Viaud 1993).

A la différence de ’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiere végétale a traiter (Figure 19). De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la
matiere végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous I’action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite vehiculé
vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase

organique : [’huile essentielle par différence de densité. Cette méthode apporte une
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ameélioration de la qualité de I'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques: le
matériel végétal ne baignant pas directement dans leau bouillante (Franchomme et Pénoél
1990). Industriellement I’entrainement a la vapeur d'eau est la plus utilisée pour ’extraction
d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis dans le but d’obtenir un bon rendement de

I’essence et de réduire le temps d’extraction (Marzouk et al. 2006).
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Figure 19 : Entrainement a la vapeur d’eau.

111-9-1-3-L"hydrodiffusion:

Cette technique relativement récente est particuliere (Figure 20). Elle consiste a faire passer,
du haut vers le bas (per descendum) et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la
matrice végétale. Le principe de cette méthode réside dans I’utilisation de la pesanteur pour
dégager et condenser le mélange « vapeur d’eau — huile essentielle » dispersé dans la matiére
végétale (Meyer-Warnod 1984). Comme pour [I'entrainement a la vapeur d’eau,
I’hydrodiffusion présente I’avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau.
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés Vvolatils. Cependant, I'huile essentielle obtenue avec ce procédé contient des
composés non volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale: « essence de percolation »
(Franchomme et Pénoél 1990 ; Richard 1992).
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Figure 20 : L"hydrodiffusion.

111-9--2- Expression a froid (expression des épicarpes de citrus):

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes. Le principe de la
méthode est trés simple : les « zestes » sont dilacérés et le contenu des poches sécrétrices qui
ont été rompues est récupéré par un procede physique. Le procede classique consiste a
exercer, sous un courant d’eau, une action abrasive sur la surface de fruit. Apres élimination
des déchets solides, I’huile essenticlle est séparée de la phase aqueuse par centrifugation
(Bruneton 1999) ou par décantation (Dugo et Di Giacomo 2002; Kimball 1999). Ces essences
sont des produits trés fragiles en raison de leur composition terpénique et aldéhydique
(Garnéro 1991).

111-9-3- Extraction par micro-ondes:

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée hydrodistillation
par micro-ondes sous vide (Figure 21). Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par
micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniére

séquentielle. Les composes volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de l'eau
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propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a l'aide des procédés classiques de condensation,
refroidissement et décantation. Ce procedé permet un gain de temps (temps d'extraction divisé
par 5 a 10) et d'énergie (température plus basse) considérable. En guise d'exemple, I'extraction
par micro-ondes de deux kilos de Mentha piperita permet d'obtenir environ 1% d'huile
essentielle en 15 minutes alors que deux heures d'hydrodistillation sont nécessaires pour
obtenir un rendement similaire a partir de la méme masse de plante (Mengel et al. 1993). La
composition de I'huile essentielle obtenue par ce procédé est bien souvent semblable a celle
obtenue avec un procedé d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus grande
proportion de composés oxygénés est généralement observée dans les huiles essentielles
extraites par microondes. Ceci estdd a la faible quantité d'eau présente dans le systtme eta la
rapidité du processus de chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et hydrolytiques des
composés oxygénés sont limitées (Bendahou et al. 2007; Lucchesi et al. 2007). Cette
technique présente donc beaucoup d'avantages: technologie verte, économie d'énergie et de
temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées
(Mengel et al. 1993; Lucchesi et al. 2004). L'extraction par micro-ondes fait aujourd'hui
lobjet de beaucoup d'études et ne cesse d'étre améliorée (Chemat et al. 2006 ; Flamini et al.
2007; Lucchesi et al. 2007).

Réfrigérant ——»

Huile essentieile ——

Hydrolat — |
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Four & micro-ondes —

Figure 21: Systéme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes
(Lucchesi et al. 2007).
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Matériels et méthodes
I-Matériel :
I-1- Les plantes sélectionnées:

Pour la réalisation de ce travail nous avons étudié six plantes:

Thymus satureioides Coss, Origanum compactum Benth, Nepeta atlantica Ball, Nepeta
catari L., Nepeta tuberosa L. et Nepeta granatensis Boiss. Les monographies concernant ces
plantes sont mentionnées dans la partie bibliographique.

Les espéces choisies ont été collectées pendant la période de floraison des régions connues.

* Concernant T. satureoides Coss, les parties aériennes de 32 échantillons ont été
recueillies de 7 stations de la vallée Agoundis (Maroc), mentionnées ci-dessous. Les
coordonnées géographiques (altitude, latitude et longitude) de chaque échantillon ont été
enregistrées en utilisant un systéme de positionnement global (GPS). La confirmation de
I’identification de cette espece a ¢ét¢ faite par le botaniste BenTatout M. de I’Institut
Scientifique a Rabat, Département de biologie. Des spécimens de cette plante sont conservés
dans I'herbier de I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, Rabat) et celui de
I'Institut Scientifique de Rabat sous le numéro d'index RAB76330.

En parallele une étude de la productivité en biomasse et en huile essentielle a été effectuée.
La biomasse a été estimée en utilisant la méthode des carrés. Elle consiste a prélever sur une
unité d’espace (de 2 4 16 m?) le nombre, le stade végétatif, la vigueur des plants selon un
itinéraire représentatif de I'état général du site a explorer. Plus le peuplement est dense plus la
surface des carrés est réduite. La biomasse a été determinée par la pesée directe de toutes les
plantes présentes a I’intérieur du carré apres avoir été coupées a 10cm du niveau du sol.

* Concernant Origanum compactum, neuf échantillons ont été récoltés sur 9 sites
différents au Maroc (montionnés ci-dessous). De méme la confirmation de I’ identification de

cette espece a été effectuée a I’'Institut Scientifique a Rabat.

Les procédures de collecte, de séchage et d’extraction de T. satureoides Coss et O.
compactum Benth ont été réalisées au Laboratoire Plantes Aromatiques et Médicinales, unité
de recherche d’amélioration des plantes, conservation et valorisation des ressources
phytogenétiques, Centre Régional de la Recherche Agronomique de I’Institut National de

Recherche Agronomique, Rabat.
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Nombre
Especes Provenance
d’échantillons
Thymus satureoides 32 7 stations (Taghbart; Makhzen; Makhzen to
Coss. Ounain; Wijddane ; Majjou; Tnada n’lsm;
Tijghicht) de la wvallée de 1’Agoundis a des
altitudes qui varient de 1300 a 2182m (voir la
partie résultats et discussion)
Origanum 9 OC1 : site Ben Karich; OC2 : site Souk tifelt
compactum Benth. OC3 : site Merchouch; OC4 : site Owazane
OCS5 : site Taounat; OC6 : site Khenifra
OCY7 : site Zraib; OCS8 : site Ben Ider
OC9 : site Mssabih.

* Concernant Nepeta : N. atlantica Ball , N. catari L., N. tuberosa L. €t N.
granatensis Boiss. Elles proviennent des régions suivantes :
N. cataria: collectée de la région de Kenitra.
N. granatensis et N. tuberosa : collectées de la région d’Ifrane.
N. atlantica : collectée de la région de Boumia-Tounfit.
Les huiles essentielles dans ces plantes nous ont été fournies par le Laboratoire de chimie des

plantes et de synthése organigue et Bio-organique, Faculté des Sciences, Rabat, Maroc.

I-2- Les souches testées:

Les six souches bactériennes choisies au cours de cette étude sont a lorigine de plusieurs
infections (génito-urinaires, intestinale, nosocomiale, de la peau etc.). Ces souches ont été
fournies par I'Institut National d’Hygiéne (Rabat). Elles comprennent des isolats cliniques
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis), et des souches ATCC
(American Type Culture Collection) (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).
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I1- Méthodes :

I1-1-Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles de Thymus satureoides Coss et d’Origanum compactum Benth. ont été
extraites des parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) des plantes seches par hydrodistillation
dans un appareil de type Clavenger. L’extraction a ét¢ réalisée au Laboratoire Plantes
Aromatiques et Médicinales Unité de recherche, d’amélioration des plantes, conservation et
valorisation des ressources phytogénétiques, Centre Régional de la Recherche Agronomique
de I'Institut Nationale de Recherche Agronomique, Rabat (Figure 22 et 23).

Chaque échantillon d’huile essentielle a été étiqueté et fourni au Centre National pour la
Recherche Scientifique et Technique (CNRST) a Rabat pour I’analyse par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Les spectres fournis par
I’analyse ont été ensuite interprétés pour en définir la composition et identifier les composés
majoritaires de chaque échantillon. Autotal une quarantaine d’échantillons ont été analysées.

Figure 22 : Séchage des plantes a I’ombre dans Figure 23: Extraction de 1’huile essentielle par
un endroit aéré. hydrodistillation.
(Laboratoire des PAM de I'INRA Rabat) (Laboratoire des PAM de I'INRA Rabat)

Pour les echantillons de N. atlantica, N. tuberosa, N. cataria et N. granatensis, I'extraction de
I’huile essentielle a ét¢ effectuée par la technique d’entrainement a la vapeur d’eau (Figure
24) au sein du laboratoire de chimie des plantes et de synthese organique et bio-organique,

Faculté des Sciences, Rabat, Maroc.
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A: Ballon eau + quelques grains de pierre ponce.
B : Ballon d’entrainement contenant la matiere végétale + eau. C : Chauffe-ballon.
D : Réfrigérant a eau. E : Becher pour la récupération de distillat. F : Tube de sreté

Figure 24: Extraction de I’huile essentielle par entraine ment a la vapeur d’eau.

Calcul de rendement :

Le rendement de ’HE est le rapport du poids de I’HE extraite et le poids de la matiére

végétale séche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :

R : RendementenHE en % ;
Ph : Poids de ’'HE en gramme ;
Pmv : Poids de la matiere végétale en gramme.

11-2- Analyse chromatographie en phase gazeuse coupléee a la

spectrométrie de masse (CPG/SM) :

L’analyse CPG/SM d’huiles essenticlles a été réalisee sur un chromatographe en phase
gazeuse de type ULTRA TRACE GC équipé d’une colonne capillaire VB5 (5% phényl ;95%
methylpolisyloxane) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um épaisseur du film thickness), directement
couplée a un spectrometre de masse a impact électronique (Polaris Q; EI 70 eV). La
température de I'injecteur et du détecteur est fixée a 250 ° C et 300 ° C, respectivement. La

température du four a été programmeée a partir de 60 ° C a 200 ° C a raison d’une montée de
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2°C/min, puis de 200 ° C 2300 ° C a raisonde 20 ° C / min. Le gaz vecteur est I’Hélium avec
un débit 1ml/min. L’appareil est équipé d’un systéme informatique gérant une bibliothéque de
spectre de masse.

L’identification des constituants de chaque HE a été réalisee par comparaison de leurs
spectres de masse et des temps de rétention avec ceux des bases de données Wiley-NIST 7°™¢

édition.

11-3-Matériel bactérien:

Les souches sujettes de cette étude proviennent de la collection du laboratoire de
microbiologie de I'Institut National d’Hygiene (Rabat). Le choix des souches a tester s’est
basé sur le caractere pathogénique, sur les études déja réalisées et sur leur disponibilité au

laboratoire. Pour étudier ces souches nous avons effectué:

» Une re-identification des souches par les différentes techniques standardisées,
utilisées au laboratoire de microbiologie de I'Institut National d’Hygiéne (Rabat) (coloration

gram, galerie biochimique classique, systeme API 20E et antibiogramme).

» Une conservation des différentes souches a 4C° dans la gélose stockée et a —20°C
dans le BHI glycérolé (20%).

L’API 20 E (Appareils et Procédés d’identification) est un systeme standardis¢ pour
I’identification des Entérobactéries et autres bacilles a Gram négatifs, non fastidieux,
comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu’ une base de données. Son principe
est le suivant : la galerie APlI 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui constitue les
tests. L’utilisation de substrat par la bactérie se traduit par un changement de couleur du
milieu ou par apparition de couleur aprés addition de réactif. La lecture de ces réactions se fait
a laide de tableau de lecture et I’identification est obtenue a ’aide du catalogue analytique ou
d’un logiciel d’identification (Figure 25). Des exemples d’identification de souche

bactérienne Figure 26.
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e Ensemencement de la galerie AP1 20 E

Pasteur stérile, pointe appuyée a l'intérieur et sur le cété pour éviter la

‘ Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I'aide d'une pipette
formation de bulles

e Lecture delagalerie API 20 E
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Figure 25 : Procédure d’identification par I’API 20 E.
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Figure 26: Exemple d'identification par Api 20E achevée.
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Les bactéries utilisées dans ce travail pour la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) sont :
e Des souches de référence ATCC : Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922.
e Des isolats cliniques : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella
enteritidis.
Ces souches font parties de trois familles bactériennes différentes : les Staphylococcaceae, les

Pseudomonadaceae et les Enterobacteriaceae.

11-3-1- Staphylococcus aureus :

e Classification

Regne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espéce Staphylococcus aureus

e Généralités

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou wréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec
staphylos). Ce sont des bactéries Gram positifs.

Staphylococcus aureus (plus communément appelé staphylocoque doré) est I'espece la plus
pathogéne du genre Staphylococcus. Elle est responsable d'intoxications alimentaires,
d'infections localisées suppurées et, dans certains cas extrémes, de septicémies physigques
(greffe, prothéses cardiaques). S. aureus se présente comme une coque en amas (grappes de
raisin). Cependant il peut également étre isolé, par paires ou en trés courte chaine (Figure
27(a)). Sa teneur en caroténoides lui conféere une couleur dorée a l'origine de son nom

staphylocoque doré (Liu 2005).
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Les S. aureus forment en aérobiose des colonies crémeuses, pigmentées (typiquement jaune
d’or) et opaques (Figure 27(b)).
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(a) Coloration Gram de S. aureus (Gram positif) (b) Culture de S. aureus
Figure 27: Staphylococcus aureus en culture et en coloration Gram.

Le réservoirr naturel des staphylocoques est ’homme et les animaux a sang chaud.
Chez ’homme, le S. aureus est retrouvé au niveau des fosses nasales et de la gorge. Il est
également retrouvé en faible quantité dans le tube digestif et souvent au niveau du périnée.
On le retrouve aussi au niveau des aisselles. A partir du rhinopharynx, la bactérie est
disséminée sur la peau du visage et des mains par aérosols. Cette espéce S. aureus est
commensale de 'homme et se révele étre pathogene opportuniste dans certains emplacements
ou dans certaines circonstances. C'est un germe tres important aussi bien dans les infections
communautaires que nosocomiales.

Les infections a S. aureus les plus fréquentes sont les infections cutanéo- muqueuses telles que
les furoncles, panaris (Figure 28), folliculites, impétigo, anthrax ou les sinusites et les otites.
Il s’agit le plus souvent d’auto-infestations. Ces infections se compliquent parfois par
extension loco-régionale de I’infection, ou par diffusion hématogéne de la bactérie. S. aureus
peut alors étre responsable de septicémies, d’endocardites, de pneumopathie, d’ostéomyélites,
d’arthrites, de méningites ou d’infection urinaire.

Les infections cutanées de S. aureus s'accompagnent d'une production abondante et localisée
de pus résultant de la destruction des cellules phagocytaires et des cellules environnantes
(Figure 28). Cette bactérie possede aussi de nombreuses résistances aux antibiotiques qui

varient selon les souches.
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(a) Forme typique d'un panaris a S. aureus (b) Furoncle

Figure 28 : Exemples infections cutanées dues a Staphylococcus aureus.

Certaines souches multirésistantes sont devenues trés problématiques ; parmi celles-ci on

distinguera :

« le SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

o le SARV : Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine.

Le milieu hospitalier est I’endroit idéal pour cette sélection non désirée et S. aureus est

responsable de nombreuses infections nosocomiales.

11-3-2- Pseudomonas aeruginosa:

e Classification

Regne Bacteria

Division Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Espéce Pseudomonas aeruginosa
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e Généralités

Les Pseudomonadaceae sont des bactéries Gram négatifs en forme de batonnets, mobiles par
cils polaires, Ils poussent sur milieu ordinaire en aerobiose, dégagent une odeur aromatique
caractéristique.

Les Pseudomonas vivent dans I'eau, le sol humide et sur les végétations. Ils peuvent Etre

saprophytes. Ce sont des germes commensaux du tube digestif humain et de certains animaux.

Pseudomonas aeruginosa, ce mot grec est composeé de pseudo, 'simili' ou 'imitation’ et monas,
'unité’, employé dans les débuts de la microbiologie pour désigner les « germes ». Aeruginosa,
qui veut dire vert-de-gris en latin, référe a un pigment que cette bactérie contient (Figure 29).
Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique, Les bacilles
sont fins, droits et trés mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de
spores et de capsules. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.

Les formes de pathologie quelle engendre sont diverses : infection de I'ceil (Figure 30), des
plaies (surtout brilures et plaies opératoires), des urines (surtout apres sondages), gastro-
intestinales et des poumons (par exemple aprés bronchoscopie), des méningites d'inoculation,
des septicémies comme stade terminal d'infections graves ou complication chez des malades
soumis a un traitement immunodépresseur, des leucemiques, etc. Elle induit facilement des
infections systémiques chez les immunodéprimés (par une chimiothérapie ou par le sida) et
chez les victimes de brdlures et de fibrose kystique (mucoviscidose).

Il s'agit en général d'un germe responsable d'infections nosocomiales, mais il se rencontre
également en ambulatoire chez les patients atteints de mucoviscidose. Pseudomonas

aeruginosa est résistant & un grand nombre d'antibiotiques.
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Figure 29: Culture de Pseudomonas
aeruginosa.

Figure 30: Infection de I'eeil due & Pseudomonas
aeruginosa.

11-3-3- Escherichia coli:

e Classification

Reégne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli

e Généralités

La famille des entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, immobiles ou mobiles par cils

péritriches, quelquefois capsulés, aérobies - anaérobies facultatifs, attaquant le glucose par

voie fermentaire.

Les entérobactéries sont en général des hétes normaux ou pathologiques, suivant les espéces

microbiennes, du tube digestif de I'homme et des animaux. Elles semblent plus

spécifiquement adaptées a 'homme ou l'animal; certaines sont responsables d'infections

humaines parfois séveres (fievre typhoide, dysenterie bacillaire, peste). Tandis que d'autres
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groupes proliferent en abondance dans lenvironnement (sol-eaux). Elles participent aux
grands cycles de dégradation des matieres organiques ou sont étroitement associées aux
plantes chez lesquelles elles peuvent déterminer des altérations nuisibles dans le domaine
agro-alimentaire (nécroses, dégenérescence ou ramollissement tissulaire, pourriture molle,
etc). Elles sont aussi rencontrées dans les bio-industries (fermentation de fromages et

produits laitiers, alcools, traitements médicaux supplétifs, industrie pharmaceutique ..).

Escherichia coli découverte en 1885 par Theodor Escherich, dans des selles de nourrissons,
couramment appelée "colibacille" (Figure 31). C’est une bactérie intestinale commune chez
I'Homme et les animaux. Elle est recherchée comme germe témoin de contamination fécale,
dans l'eau et les aliments. Certaines souches d’E. coli peuvent entrainer des gastro-entérites,

infections urinaires, méningites, ou septicémies.
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(a) Coloration Gram d’E coli (bacilles & Gram négatif) (b) Grossissement x 15 000
Figure 31 : E. coli en coloration de Gram et avec Grossissement.
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11-3-4- Salmonella enteritidis :

e Classification

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Salmonella

Espéce Salmonella enteritidis

e Généralités

Les salmonelles sont des entérobactéries bacilles a Gram négatifs a forte contagiosité,
responsables de gastro-entérites, toxi-infections alimentaires et des fievres typhoide et
paratyphoide (S. typhi et S. paratyphi).

S.enteritidis peuvent engendrer des toxi-infections alimentaires. Un manque d'hygiene est trés
souvent a lorigine de la transmission.

Les vertébrés aquatiques, notamment les oiseaux et les reptiles sont d'importants vecteurs de
salmonelles. Les wvolailles, les bovins et les ovins étant des animaux fréquemment
contaminants, les salmonelles peuvent se retrouver dans les aliments, notamment les viandes,
le lait, et un ccufdont la coquille est f&lée. L'homme est contaminé par voie digestive.
Généralement La gélose Salmonella-Shigella (S.S.) est utilisée pour I'isolement sélectif des
Salmonella et des Shigella dans les prélevements cliniques (selles) et les denrées alimentaires.
Les colonies caractéristiques de Salmonella sont opaques, translucides ou transparentes et

genéralement avec un centre noir (Figure 32).
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Figure 32: Culture de Salmonella enteritidis sur gélose Salmonella-Shigella (S.S.).

I1-4- Détermination de DPactivité antibactérienne des HE

(Peffet bactériostatique):

11-4-1- Définition de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique capable,
in vitro, d'empécher une suspension limpide de 10° Unités Formant Colonies par millilitre de
devenir trouble aprés 24h d’incubation a 37°C, I'apparition de cette turbidité correspondant a
une multiplication d’un facteur 10 environ de la concentration en bactéries (Levison 2004).
Cette valeur est susceptible d’étre influencée par des facteurs tels que le milieu, la taille de
I’inoculum, la température ou le temps d’incubation, ce qui explique la nécessité de méthodes
de détermination standardisées afin d’obtenir des résultats comparables (Andrews 2001).

La CMI constitue I’indicateur le plus utilisé pour évaluer la sensibilit¢ d’une bactérie a un
antibiotique, que ce soit dans des laboratoires de diagnostic pour évaluer la résistance d’un
germe ou dans le cadre de recherches visant a évaluer in vitro lactivité d’une substance

antibiotique.
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Concernant les huiles essentielles ; la concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie
comme étant le niveau minimum de concentration en huile essentielle qui produit une

réduction de 90% de la croissance de colonies microbiennes.

11-4-2- Détermination de Concentration Minimale inhibitrice
(CMI):

« Huiles essentielles :

Les huiles essentielles de Nepeta atlantica Ball., Nepeta tuberosa L. subsp reticulata (Desf.)
Maire, Nepeta cataria L., Nepeta granatensis Boiss. proviennent du Laboratoire de chimie

des plantes et de synthese organique et Bio-organique, Faculté des Sciences, Rabat, Maroc.

«» Souches Bactériennes :

Au cours de cette étude, le laboratoire de microbiologic de I’Institut National d’Hygi¢ne
(Rabat) nous a fourni six souches bactériennes, qui ont été choisies pour leur pathogénicité.
Les souches d’Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S.aureus), Salmonella
enteritidis (S. enteritidis), ont été obtenues a partir des préléevements pathologiques des
patients. Tandis que les souches de références : Escherichia coli ATCC 25922 (E. coli ATCC
25922), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S. aureus ATCC 25923), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa ATCC 27853) ont été fournies par 'ATCC (the
American Type Culture Collection). Elles sont entretenues par repiquage sur des milieux
favorables a leur croissance.

X/

¢ Préparation de I’'inoculum :

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir des cultures bactériennes en phase de
croissance exponentielle (jeune culture de 18 a 24heures).

e La réactivation des souches est assurée par ensemencement de la bactérie dans le
bouillon BHI (Brain Heart Infusion « infusion coeur-cervelle ») et incubation a 37C°
pendant 18 a 24h dans une étuve. Un deuxiéme repiquage est réalisé sur un milieu
gélosé Muller Hinton Agar (MHA) et incubation a 37C° pendant 18 a 24h dans

I’étuve.
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e Lasuspension bactérienne est préparée a partir de pré-culture sur le MHA :
- Prélever a I’aide d’une anse 4 a 5 colonies bactériennes;
- Transférer les colonies bactérienne dans 5 ml d’eau physiologique (9%) stérile ;
- Agiter les tubes avec un agitateur électrique (Vortex) pendant 3 secondes. La densité
de la suspension bactérienne doit étre équivalente au standard 0,5 de Mac Farland
(1.5x10® UFC.mIY).

e La suspension bactérienne doit étre distribuée dans les microplagues au cours des 15

min qui suivent sa préparation.

% Détermination de la Concentration Minimale inhibitrice (CMI) :

Pour déterminer la CMI des HE, on a adapté la technique de microdilution sur des
microplaques a 96 puits fond U avec couvercle (Eloff 1998 ; Oumzil et al. 2002; Zenasni et
al. 2008), utilisant le MTT (3-(4, 5 dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrazolium bromide)

comme indicateur de viabilité.

A T’aide d’une micropipette on distribue dans un premier temps un méme volume de BMH
(100 i) dans les cupules de la microplaque, puis on ajoute dans la cupule de la deuxiéme
colonne de la microplaque une quantit¢ d’HE x pl et on compléte avec le BMH jusqu’a un
volume 200 pl dans la cupule. Bien mélanger avec la micropipette.
Dans un deuxi¢me temps on procéde a une dilution de 'HE de facon a obtenir des
concentrations décroissantes selon une progression géométrique de raison 2. Pour cela on
Préleve 100 pl du contenu de la cupule de la colonne 2 et on le transfere dans la cupule de la
colonne 3. On procede ainsi jusqu’a la colonne 11 et on préleve alors 100 pl en excés qu'on
rejette (Figure 33). Puis on ensemence toutes les cupules de la colonne 2 jusqu'a 12 de la
méme rangée par 25 pl de suspension bactérienne en phase de croissance exponentielle et on
ajuste au standard 0.5 Mac Farlan.
Dans chaque rangée de la microplague (12 cupules fond U) on prépare 2 Témoins (cupule 1 et
12):

- Un témoin de stérilité (T) de milieu de culture qui contient uniquement le milieu de

culture (100 I de milieu Bouillon Muller Hinton « BMH »).
- Untémoin de croissance (TS) qui contient 100 pl de milieu BMH ensemencé par 25

ul d’inoculum.
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Aprés inoculation de la microplaque, il faut la recouvrir par son couvercle et I’incuber a 37°C

pendant 18ha 24 heures.

Dans tous les essais, le tween 80 est additionné au milieu de culture BMH & une concentration
finale de 0.001 v/v pour augmenter la solubilité des HE.

Le Tween 80 et le Tween 20 sont utilisés comme émulsifiants des HE (Allegrini et al. 1973 ;
Pellecuer et al. 1976 ; Benjilali et al. 1986 ; Carson et al. 1995).

A la fin de la période d’incubation, on prépare extemporanément le MTT a une concentration
de 0.2 mg/ml dans I’eau physiologique stérile, puis 40 pl de la solution de MTT est rajoutée
dans chaque cupule. La plaque est réincubée a 37°C pendant 30 a 60 min. Le virage de la
coloration du jaune au bleu violet indique une croissance bactérienne (Figure 33).

La CMI correspond donc a la plus faible concentration d’huile essentielle a laquelle on
n’observe pas de croissance visible (absence de coloration bleu violet).

La coloration bleu violet est due a la réduction du tétrazolium en formazan par la succinate
déshydrogénase mitochondriale des bactéries vivantes actives. Ceci forme un précipité dans
la mitochondrie de couleur violette.

Pour la validité de la technique on a déterminé la CMI du chloramphénicol sur E. coli ATCC
25922 ; comme contrle interne, la valeur obtenue est en concordance avec celle des
standards NCCLS (NCCLS 1990).
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Figure 33 : Détermination de la CMI par la technique de microdillution.
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Résultats et discussions

I- Etude de la variabilité de la composition chimique de Thymus

satureioides Coss de la vallée de I’Agoundis:

Dans le but d’étudier la variabilité chimique des huiles essentielles de Thymus satureioides
Coss de la vallée de I’Agoundis, nous avons analysé par CPG/SM les huiles essentielles
obtenues a partir des parties aériennes de 32 échantillons de T. satureioides Coss. Ceux-ci ont
été recueillis au stade floraison, de 7 stations de la vallée Agoundis (figure 34). Les
coordonnées géographiques (altitude, latitude et longitude) de chaque échantillon ont été
enregistrées en utilisant un systtme de positionnement global (GPS). En méme temps une
étude de la productivité en biomasse et en HE a été effectuée. Le tableau 4 montre les

différents sites d’échantillonnages avec leurs productivités en biomasse et en HE.

Figure 34 : Répartition des stations d’échantillonnage de Thymus satureioides de
la vallée de I’Agoundis.
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Tableau 4: Sites de collecte et productivité en biomasse et en HE chez le Thymus

satureioides de la vallée de ’Agoundis.

Résultats et discussions

GPS data .
. . Code - Biomasse
Stations Locations &6 chanillon Longituce Latitude Alzm de gim? HE (%)
1 N32°59'187" | W008°09523"| 1300 - 124
1 Taghbart 30 N30°58'337" | W008°07653"| 1288 4875 0,72
8 N30°587724" | W008°08141"| 1289 2205 105
) h 2 N30°57766" | W008°06003" | 1542 1824 102
maxhzen 3 N30°57°761" | WO008°06013" | 1526 61,1 104
Z N30°57646" | W008°06494" | 1577 79,6 159
5 N30°57355" | WO008°07004" | 1766 2001 0,65
6 N30°57288" | W008°06955" | 1839 154 :
18 N30°58798" | W008°00568" | 1457 96,3 048
19 N30°58'760" | W008°00519" | 1515 50 098
3 Makhzen - Ounain 20 N30°58'730" W008°09470" 1549 55 0,67
21 N30°58'576" | W008°00294" | 1648 50 044
22 N30°58'347" | W008°00235" | 1695 110 0,78
23 N30°587292" | W008°09192" | 1713 120 02
31 N30°587240" | W008°09343"| 1801 25 09
24 N30°58'302" | W008°09368" | 1791 425 037
7 N30°56'389" | W008°07526"| 2181 5184 147
. Wijcane 25 N30°58'469" | W008°00437" | 1742 100 0,66
26 N30°567204" | W008°07517"| 2162 61,3 0.7
27 N30°56'170" | W008°07700" | 2146 375 086
9 N30°56'124" | WO008°04827"| 1718 556 007
. 10 N30°56'416" | W008°03846" | 1882 20 167
5 Majjou 11 N30°57057" | WOO08°56800" | 1643 1444 038
14 N30°55132" | WO08°06 744" | 2013 625 T47
12 N30°57817" | W008°05614" | 1496 = 085
13 N30°56'193" | WO00807701" 2146 625 14
) 32 N30°557373" | W008°06031L"| 2097 125 -
6 Tandan*lzm 15 N30°56'054" | W008°07005"| 1964 250 229
16 N30°56'129" | W008°06662" | 1942 225 09
17 N30°58'509" | W008°05727"| 1528 125 081
7 Tijghicht 28 N30°58207" | W008°05895" | 1485 - -
8 CADEFA* 29 - - - - -
Moyenne 130.52 0.95

* CADEFA: Coopérative de I’Agoundis pour le Déeloppement Forestier et Agricole.
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I-1- Variation du rendement des HE et de la Productivité en biomasse
de T. satureioides Coss dans de la vallée I’Agoundis:

La biomasse a été estimée par la méthode des carrés. Elle consiste a prélever sur une unité de
surface le nombre, le stade végétatif, la vigueur des plants selon un itinéraire représentatif de
I’état général du site a explorer. Plus le peuplement est dense plus la surface des carrés est
réduite, en moyenne la surface varie entre 2m? et 16n¥. La biomasse a été déterminée par la
pesée directe de toutes les plantes présentes a I'intérieur du carré aprés avoir été coupées a
10cm du niveau du sol. Un échantillon a été également prélevé pour I’évaluation quantitative
et qualitative des huiles essentielles. Les rendements en huile essentielle ont été calculés par
rapport & la matiére séche. La figure 35 montre I’estimation de la biomasse moyenne (g/m?) et
du rendement d'HE (%) des 32 échatillons collectés de T. satureioides Coss dans la vallée de
I’Agoundis.
La biomasse estimée en matiere verte varie de 20 g/m? a 518,4 g/m2 (Tableau 4). Dans les
stations Taghbart, Wijdane et Tnada N'lzm, nous avons enregistré les biomasses moyennes les
plus élevées, tandis que dans les régions Makhzen a Ounain et Majjou, nous avons enregistré
les rendements les plus faibles en biomasse (Tableau 5).
En effet, un grand nombre de facteurs semblent influencer la production en biomasse:

v’ L’exposition: Etant donné que le versant Nord est plus arrosé que celui du Sud, la

densité des peuplements est plus importante sur les versants Nord de la vallée ;
v’ La fertilité du sol;
v' La pression anthropique et la proximité des peuplements de thymus aux populations
locales ;

v' Le caractére accidenté de certains sites rend leur accés tres difficile.
Cependant Il n'existe pas de relation entre l'altitude et la production en biomasse (figure36A).
Les résultats présentés montrent une variabilité en matiere de production qui est faiblement

corrélée avec Daltitude (coefficient de corrélation faible R?= 0.0044).
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Tableau 5: La moyenne du rende ment d’huile essentielle et la biomasse par région dans
la vallée de ’Agoundis.

Locations HE (%) Biomasse (g/m?)
Taghbart 1.00£0.15 354.0 £ 133.50
Makhzen 1.03+0.01 121.75 £ 60.65
Makhzen to Ounanin 0.70+£0.12 83.26 + 15.55
Wijdane 0.92+0.19 179.30 £113.80
Majjou 1.13+£0.29 70.63 £ 26.30
Tanda n'lzm 1.25+0.28 157.50 + 34.82

* Moyenne * erreur standard de la moyenne (stderr).

En ce quiconcerne la productivité estimée en huile essentielle, les rendements varient de 0,20
a 2,29% (tableau 4). Le plus haut rendement en huile essentielle: 2,29% a été observe dans la
région de Tnada N'lzm (altitude 1964 m). Cette valeur est similaire a celle rapportée par
(Jamali et al. 2012; El Bouzidi et al. 2013). La plus faible teneur en HE 0.20% a été notée
dans la station 3 (tableau 4). Les rendements les plus bas se trouvent généralement dans la
station 3. Tandis que des valeurs élevées (> 1%) ont ét¢ enregistrées a différents endroits
(échantillons 1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 13, 14 et 15). Dans la région Makhzen, presque tous les
échantillons ont montré des rendements similaires, allant de 1,02% a 1,04%. En genéral, le
rendement en huile essentielle dans la vallée pourrait étre estimé a 1 %, excepté certaines
régions (Makhzen a Ounain, tableau 5), ou les plantes sont trés agées en raison des conditions
difficiles pour la régénération et de la sécheresse.

D’apres la figure 36B, il y’a une 1égere relation entre laltitude et le rendement en HE. Mais,
selon les résultats observés a différents endroits, d'autres facteurs pourraient expliquer la
variabilité concernant la production d'HE, parmi lesquels les variations génétiques ou I’effet
d’environnement (fertilité du sol, exposition, etc ) qui ont un réle important . Ce résultat est
en contraste avec celui rapporté par Vokou et al. 1993 qui ont démontré augmentation du

rendement en HE avec I’altitude. Dans notre cas, la vallée est déja située en haute altitude.

0,95
130,52
Biomasse (g/m2) Rdt en HE (%)

(A) (B)
Figure 35 : Estimation Moyenne de la biomasse et du rendement en HE de 32
échantillons de T. satureioides Coss. de la vallée de I’Agoundis.
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Figure 36 : Variation de la biomasse et du rende ment en huile essentielle en
fonction de Paltitude chez T. satureioides Coss.

Durant nos visites dans la vallée, nous avons constate que la plupart des sites que nous avons
visités montrent des touffes de thyms trés agées et de plus en plus essoufflées par les récoltes

successives et sans repit. On peut affirmer que la régénération est presque nulle et que la
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majeur partie de I’exploitation du thym se fait sur de vieilles souches, trés ligneuse ayant un

rapport feuille/tige relativement bas.

Afin d’améliorer cette situation, quelques recommandations ont été élaborées pour la
population locale organisée au sein de Coopérative de I"’Agoundis pour le Développement
Forestier et Agricole. (CADEFA). Ces recommandations englobent a la fois les bonnes
pratiques pour une collecte durable de T. satureioides en particulier et des plantes aromatiques
et médicinales en général. L’accent est mis sur les actions suivantes :

- Eviter la coupe du thym de la méme parcelle chaque année. Cela sous-entend
I’application d’une rotation bisannuelle, La parcelle enrepos doit étre respectée. C’est
tres important pour donner plus de chance a la régénération des plantes a partir de la
semence ou de permettre d’augmenter le nombre de ramifications des vieilles plantes.

- Dans I’aire exploitée, les collecteurs doivent laisser quelques plantes pour la formation
des graines. Cecipermet de constituer le stock en graines dans le sol. Aussi, 1l est trés
recommandé d’éviter la coupe des jeunes plantules issues des semences caractérisées
par des racines superficielles et des ramifications faibles.

- Dans la zone en repos, il est aussi recommandé d’installer des ruches des abeilles afin
d’améliorer la pollinisation et de ce fait, la production des graines. Un avantage
indirect peut étre tiré de la production du miel du thym qui est tres demandé sur le
marché local et génere des revenus €levés pour la population locale.

- Enfin, il est souhaitable de mener des actions de replantation du thym dans les zones
dégradées, par le semis des graines collectées a partir de plants sélectionnés dans des

pépinieres pendant les premiéres semaines d’automne.

I-2-Etude de la Composition chimique des HE de T. satureioides Coss.

Nous avons identifié 26 constituants représentant plus de 95% de la composition globale des
HE. Dans les 29 échantillons analysés d’HE (Excepté les échantillons 30,31 et 32, en raison
de manque des données d'analyse chimique), le composé majoritaire est le bornéol avec des
valeurs comprises entre 22.67 et 37.47% (tableau 6), ce qui est en accord avec la plupart des
auteurs (Tantaoui-Elaraki et al. 1993; Benjilali et al. 19874, b ; Jaafari et al. 2007). D'autres

constituants quantitativement importants accompagnent le bornéol dont le camphéne (4.34-
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21.01%), le carvacrol (1.76-21.21%), a-pinéne (2.04-12.15%), a-terpinéol (3.13- 10.56%), 3-
Carene (1.45-10.51%) et le p-cyméne (2.25- 8%). Les proportions des composés : moyenne,

minimale et maximale des huiles essentielles sont résumées dans le (tableau 6).

Tableau 6 : Répartition en % des composés identifiés dans les huiles essentielles de 29

échantillons de Thymus satureioides Coss. de la vallée de I’Agoundis.

Constituants? Moy” SDY Min® Max®
a-Thujene 1.18 0.18 0.93 154
a-Pinene 7.58 2.47 2.04 12.15
Camphene 13.44 4.25 434 21.01
Sabinene 1.94 0.52 1.14 3.06
B-Pinene 2.46 0.14 2.34 2.61
Myrcene 1.29 0.00 1.29 1.29
Geraniol formate 1.19 0.21 0.83 1.62
a- Terpinene 1.37 0.19 1.18 1.63
p-Cymene 5.69 1.58 2.25 8.00
Limonene 1.55 0.51 1.03 3.59
3-Carene 4.31 2.26 1.45 10.51
Linalool 5.78 1.28 3.89 7.91
Camphre 2.85 1.02 2.12 4.33
Borneol 29.61 4.10 22.67 37.47
Terpinen-4-ol 2.72 0.41 1.88 3.44
a-terpineol 7.00 2.18 3.13 10.56
trans- Dihydrocarvone 1.21 0.00 1.21 1.21
cis- Dihydrocarvone 4.30 0.00 4.30 4.30
Thymol methyl ether 241 1.23 1.05 4.81
Isobornyl formate 4.05 0.81 3.47 4.62
acetate de bornyl 3.15 1.44 1.23 7.09
Thymol 2.84 1.37 1.14 531
Carvacrol 9.83 5.16 1.76 21.21
trans-Caryophylle ne 3.90 1.24 2.03 7.02
oxide de caryophyllene 1.44 0.00 1.44 1.44
a-farnesene 2.22 0.00 2.22 2.22
a) Les composés sont enuméres dans l'ordre de leur élution sur colonne VB-5; b) Moyenne: Valeur

moyenne. c) SD: ecart-type ; d) Min: contenu le plus bas. €) Max: le contenu le plus élevé.

Afin d’obtenir une description statistique de notre échantillonnage, toutes les données ont été
recueillies et analysées statistiquement en utilisant le logiciel XLSTAT, afin de déterminer la
relation entre les différents échantillons de T. satureioides a laide de la composition en

pourcentage de leurs huiles essentielles. La distance euclidienne a été choisie comme une
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mesure de similarité entre les individus et le regroupement a été realisé par la méthode des
paires-groupes non pondérés avec la moyenne arithmétique (UPGMA=Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic average). L’analyse par groupe hiérarchique ou
dendrogramme résume graphiquement les similitudes et les relations des individus entre eux.
Ces analyses auront pour objectif de déterminer des groupes et éventuellement de reconnaitre

des chémotypes.

Le dendrogramme (Figure 37) montre que les distances sont supérieures a 40, faisant ainsi
apparaitre 3 classes : bornéol / carvacrol (B / Ca), bornéol / camphene / carvacrol (B /C / Ca)
et bornéol/ camphéne / a-pinéne (B / C / P). Le bornéol est le composé majoritaire commun
dans les trois classes. La premiere classe B/ Ca regroupant les échantillons : 1, 5, 10, 12, 15
et 17 est caractérisée en plus du bornéol par le carvacrol (Moyenne 16%, Min 10.43 et Max-
21.21%). D'autre part, le camphéne et o-pinene ont présenté des proportions moins
importantes que le carvacrol avec une moyenne de 8.78% pour le camphéene et 5.09% pour le
a-pinene (Figure 37 et 38).

Cc2

15 :I
12 C1

23
e c3

Figure 37 : Dendrogramme de lacomposition des 29 huiles essentielles de T. satureioides.
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a-farnesene | 2,22
trans-Caryophyllene |Se—d 5,22
Carvacrol d 16,00
Thymol |— 3,64
Bornylacetate |ed 2,18
Thymol methyl ether | 2,84
a-terpineol 4,31
Terpinen-4-ol  jd 2,31
Borneol d 28,22
Linalool | 5 86
3-Carene | 778
Limonene &= 1,39
P-Cymene |—) 6,12
a-Terpinene  jd 1,37
Geraniol formate & 1,36
Sabinene |je=d 1,52
Camphene d 8,78
a-Pinene |—d 5,09
a-Thujene & 1,26

Composés

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Figure 38: La moyenne de la composition de la classe 1 (bornéol/ carvacrol).

La seconde classe B / C / Ca qui rassemble les échantillons: 2, 3, 4,7, 8, 9, 11, 13, 14, 16, 18,
20, 21, 22, 28 et 29, présente le camphéne et le carvacrol comme composés principaux apres
le bornéol, avec des pourcentages qui varient de 9,39 a 16,21% pour le camphene et de 7,36
a 15,2 pour le carvacrol. Dans cette classe le a-pinéne a présenté des faibles proportions (une
moyenne de 7,15%) (Figure 39 et 37). La derniere classe B / C / P qui regroupe les
échantillons : 6, 19, 23, 24, 25, 26 et 27, a été marquée par 2 composes qui accompagnent le
bornéol : le camphene (10,28 & 21,01 %) et le a-pinene (5,35 a 12%) (Figure 40 et 37).

En conclusion le bornéol est le constituant prépondérant de tous les échantillons. Ce qui
indique certaine homogénéité chimique dans la vallée Agoundis. Les trois classes ont montré

des variations, principalement dans les teneurs en carvacrol, camphéne et a-pinéne.
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Figure 39 : La moyenne de la composition de la classe 2 (bornéol/camphene/ carvacrol).
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Figure 40: La moyenne de lacomposition de la classe 3 (bornéol /camphéne/ a—pinene).
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Suite aux analyses quantitatives, nous avons choisi de représenter dans la Figure 41, la

moyenne des 4 constituants prédominants dans la plupart des huiles essentielles.

Borneol
29,61

Figure 41: Répartition des composés majoritaires dans I"'HE de 29
échantillons de T. satureioides Coss de I’Agoundis.

La présence dominante du bornéol dans tous les échantillons d’huiles essentielles confere au
Thymus satureioides de I’Agoundis une caractéristique spécifique particuliére devant étre

valorisée par sa propre appellation: chémotype a bornéol ou le thym a bornéol.

Des études sur des huiles essentielles contenant des constituants tel que bornéol, carvacrol,
camphre, a-pinéne, ont montré des activités antimicrobiennes (Su et al. 2012 ; Wu et al.
2011 ; Bakkali et al. 2008; Simic et al. 2002 ; Tabanca et al. 2001). Le a-pinene et bornéol
sont capables de destruction cellulaire (Vardar-Unlu et al. 2003). En outre le Bornéol inhibe
la respiration et les processus de transport d'ions. Il augmente également la perméabilité de la
membrane des cellules de levure et des mitochondries isolées (Su et al. 2012 ; Andrews et al.
1980; Uribe et al. 1985). Le bornéol a montré des propriétés analgésiques, anti-
inflammatoires, antibactériennes et antiradicalaires (Horvathova et al. 2009; Juhas et al.
2008 ; Slamenova et al. 2009; Kordali et al. 2005 ; Candan et al. 2003; Tabanca et al. 2001),

ce qui peut attribuer un effet antimicrobien a 1’huile essentielle de T. satureioides dont le
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bornéol est le composé majoritaire et peut justifier au moins en partie 1’usage traditionnel de
cette plante contre les infections gastro-intestinales, les infections de la gorge et de la bouche,

les grippes..

|1- Etude de la variabilité de la composition chimique d’Origanum
compactum Benth.:

A notre connaissance, peu de travaux ont été consacrés a 1’étude de variabilité chimique de
I’HE de d’Origanum compactum Benth. Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont
I’objectif principal consiste a étudier le polymorphisme chimique de I'HE de d’Origanum
compactum Benth. du Maroc. Pour cela nous avons analysé par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM), neuf échantillons d’huiles essentielles
d’Origanum compactum obtenus par hydrodistillation avec un appareillage de type Clévenger
a partir de matériel végétal récolté sur 9 sites au Maroc (Ben Karich, Souk tifelt, Merchouch,
Owazane, Taounat; Khenifra, Zraib, Ben Ider et Mssabih). Ce qui a permis de mettre en
évidence 26 composés sur ’ensemble des échantillons et une variation dans la composition
chimique des huiles essentielles (Tableau 7). Les constituants majeurs sont : le carvacrol
(67.81 a 3.39%), thymol (58.29 a 0.21%), ¥-terpinene (21.88 a 10.44%) et p-cymeéne (27.75 a
0.42%).
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La composition moyenne des constituants identifiés en % dans les HE de 9
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échantillons d’Origanum compactum Benth.

Constituants Moy? | sSD9 | Min? | Max®
a-Thujene 0.97 0.20 0.73 1.36
a-Pinene 0.32 0.06 0.24 0.42
1-Octen-3-ol 0.26 0.12 0.16 0.51
3-Octanone 0.25 0.12 0.12 0.46
sabinene 0.54 0.34 0.11 0.84
B-Pinene 0.95 0 0.95 0.95
trans-Ocimene 0.97 0.14 0.85 1.16
a-Terpinene 1.98 0.45 1.53 2.92
p-Cymene 14.75 7.62 0.42 27.75
3- Carene 0.32 0.06 0.25 0.41
cis- Ocimene 0.37 0 0.37 0.37
y-terpinene 15.96 3.29 10.44 21.88
trans-Sabinene hydrate 0.42 0.06 0.34 0.5
1-Terpineol 0.28 0.24 0.14 0.56
Linalyl acetate 0.55 0.13 0.29 0.78
Borneol 0.23 0.07 0.16 0.33
Terpinene-4-ol 0.24 0.02 0.22 0.27
a-Terpinenyl acetate 1.82 2.81 0.17 6.79
Cuminal 2.82 0 2.82 2.82
Thymol methyl ether 13.54 0 13.54 13.54
2-Caren-10-ol 3.88 0 3.88 3.88
Thymol 23.90 26.20 0.21 58.29
Carvacrol 34.73 27.50 3.39 67.81
B-Caryophyllene 1.79 0.62 0.82 2.57
Caryophyllene oxide 0.29 0.08 0.18 0.4
Cubenol 0.29 0 0.29 0.29
a) Les composés sont enuméres dans l'ordre de leur élution sur colonne VB-5 ; b) Moyenne: Valeur

moyenne. c) SD: écart-type ; d) Min: contenu le plus bas. €) Max: le contenu le plus élevé.

La grande majorité des échantillons présente une composition chimique résultant de
’association du carvacrol et/ou thymol, du ¥-terpinéne et p-cyméne (Figure 42), en plus le
carvacrol ou thymol sont les principaux constituants dans la majorite des echantillons
(Figure 42 et 43). A T’exception de I'échantillon du site Ben Ider (OC8) qui est vraiment
remarquable par la présence du p-cymene comme composé majoritaire (27.75%), le thymol-
méthyle-éther (13.54%), le »-terpinene (15.53%), alors que le carvacrol et le thymol, ne

représentent que 17.72 et 9.43% respectivement. On note dans 1’échantillon du site Zraib
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(OC7) la coprésence du thymol (41.54%) et du carvacrol (12.26%), le »-terpinéne et p-
cymene sont présents a 19.23 et 17.04% respectivement. Dans la composition de
I’échantillon provenant du site Mssabih (OC9), le p-cymene ne représente que 0.42% tandis
que sa valeur varie de 27.75 a 10.8% dans les autres échantillons, alors que le ¥-terpinéne
(21.88%) présente la valeur la plus forte par rapport aux 8 autres échantillons (10.44-
19.23%), le thymol (49.23%) est le constituant prédominant (Figure 42).

70
60
50
40
30
X
20
10
0
0OC1 (O] @] 0C2 0C3 0C4 [0]6) (0] &) 0oCc7 0Cs
M p-Cymene 22,62 27,75 |14,44 | 13,65 12,72 | 13,35 | 10,8 | 17,04 | 0,42
H y-terpinene 16,65 | 15,53 | 13,19 | 10,44 | 16,57 | 15,08 | 15,09 | 19,23 | 21,88
i Thymol methyl ether 13,54
M Thymol 0,28 9,43 0,21 1,16 | 0,21 | 54,71 | 58,29 | 41,54 | 49,23
M Carvacrol 45,53 | 17,72 | 63,54 | 67,81 | 60,97 0 6,65 | 12,26 | 3,39

Figure 42: Répartition en % des principaux composés d'huile essentielle de neuf
échantillons d’O. compactum Benth.

OC1:site Ben Karich; 0C2: site Souk tifelt; 0C3: site Merchouch;
0OC4 : site Owazane; OC5 : site Taounat; 0C6 : site Khenifra;
OC7 :site Zraib; 0OC8:site Ben Ider; 0C9 : site Mssabih.

Suite aux analyses quantitatives, nous avons choisi d’illustrer la moyenne des 4 constituants
majoritaires dans la plupart des huiles essentielles d’O. compactum Benth. (carvacrol, le

thymol, x-terpinéne et p-cymeéne) Figure 43.
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Figure 43: Représentation de la moyenne des principaux
composés dans HE d’ O. compactum.

L’analyse statistique des données a été réalisee par le logiciel SPSS wversion 19. Une
Classification Ascendante Hiérarchique (C.A.H) a été entreprise sur les 9 échantillons étudiés
afin de déterminer la relation entre les différents échantillons. Ces analyses ont pour objectif
la détermination des groupes et éventuellement de reconnaitre des chémotypes. Ce qui a

permis d’avoir le dendrogramme (Figure 44).
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Figure 44: Dendrogramme de la composition des 9 huiles essentielles d’Origanum compactum Benth.

Les distances observées sur le dendrogramme (supérieures a 15) montrent la présence de 3
classes : la premiere regroupe les échantillons OC2, OC4 et OC3, la deuxiéme rassemble OC1
et OC8 et dans la 3¢me classe ona les échantillons OC6, OC7, OC5 et OC9 (Figure 44).

Dans I'huile essentielle de la classe 1 (C1), le carvacrol est majoritaire (Moy 64.11 %, Min 61
et Max 67.8%), accompagné de deux autres composes, le para-cyméne (Moyl13.60 %), et le
y-terpinéne (Moy 13.4 %) (Figure 45). Dans la deuxieme classe (C2) on note la codominance
du carvacrol (31.63%) et p-cymeéne (25.19%), le x-terpinéne a une teneur (16.09%). Tandis
que la classe 3 est caractérisée par la présence du thymol comme composé principal (Moy
50.94 %, Min 415 et Max 58.3%), le x-terpinéne et para-cyméne représentent
respectivement 17.82 et 10.40 %. Les huiles essenticlles d’O. compactum présentent une

hétérogénéité.
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H p-Cymene 13,60 25,19 10,40

H y-terpinene 13,40 16,09 17,82

i Thymol 0,53 4,85 50,94

M Carvacrol 64,11 31,63 5,58

Figure 45: Répartition en % des principaux composés des 3 chémotypes d’Origanum
compactum.
Classe 1(C1) regroupe OC2, 0C4 et OC3 Classe 2 (C2) regroupe OClet OC8
Classe 3 (C3) regroupe OC5, OC6, OC7 et OC9

Nos résultats fragmentaires obtenus a ce jour sur O. compactum permettent de supposer qu'il
existe pour cette espéce, 3 chémotypes : 'un & carvacrol, lautre & thymol et le 3°™ 3

carvacrol/p-cyméne.

L’analyse des données bibliographiques montre que la composition de I'huile essentielle de
certains des échantillons étudiés est voisine de celles proposées par differents auteurs, en

résumg :

Benjilali et al. 1986 ont noté dans les échantillons de HE d’O. compactum des teneurs en

carvacrol qui varient de 36.6 a 76.6%, de p-cymene (traces a 19.6%) et de ~x-terpinéne
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(traces-16.65%). Nhu-Trang et al. 2006 ont quantifié des taux de carvacrol importants (59.48-
60 %), de p-cymene (9.27 — 11.75%), et de x-terpinéne (8.11- 0.96). Bouchra et al. 2003,
ont montré des taux de composés (carvacrol 58,1%, para-cyméne 11,4%, et x-terpinéne
7,1%). L’échantillon d’O. compactum analysé par Charai et al. 1996, 1999, contient 49,5 %
de carvacrol. On remarque que la teneur de p-cyméne etde ¥-terpinene dans nos échantillons
est supérieure a celle décrite par Benjilali et al. 1986 et Bouchra et al. 2003. Tandis que les
teneurs en carvacrol sont similaires a celles observées par Benjilali et al. 1986 et Nhu- Trang
etal. 2006 ; Bouchra et al. 2003 et Charai et al. 1996, 1999.

La classe d’O. compactum a prédominance carvacrol a été confirmée par de nombreux
travaux Benjilali et al. 1986 ; Charai et al. 1996, 1999 ; Bouchra et al. 2003 et Nhu-Trang
et al. 2006.

Pour I'huile essentielle de la Classe 3, le thymol est majoritaire (50.94 %), avec 3 autres
composes, le para-cymeéne (10.40 %), le s-terpinéne (17.82 %) et le carvacrol (5.58 %). Une
seule donnée bibliographique est disponible a ce jour (INRA 2011) dans laquelle est
mentionnée la dominance du thymol chez I’O. compactum. alors que Bakkali et al. 2005 ;
Mezzoug et al. 2007 ont noté respectivement la coexistence du carvacrol (30.53-22%) et du
thymol (27.5-19.36).

Les échantillons de la classe 2 présentent une composition plus originale avec du para-
cymene et carvacrol comme composés majoritaires.

Les résultats de nos travaux sembleraient montrer qu'il existe 3 chémotypes I'un a carvacrol,
Pautre a thymol et le 3°™ & carvacrol/p-cyméne. Cette variabilité de composition reflete la
variabilité génétique, ce qui pourrait laisser supposer I’existence d’autres chémotypes si on
¢largit la gamme d’échantillonnage.

Les données de la variabilit¢ de composition chimique des huiles essenticlles d’Origanum
compactum Benth et leur teneur élevée surtout en carvacrol, thymol: composés qui présentent
une activité antimicrobienne (Souza et al. 2013 ; Trombetta et al. 2005 ; Ultee et al. 2002 ;
Ultee et al. 1999; Lambert et al. 2001), justifieraient leur usage traditionnel contre les
affections gastro-intestinales, la dysenterie, les grippes, les affections O.R.L. et les bronchites

ainsi que dans la conservation des aliments.
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Il résulte de cette étude que la composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum
compactum présente une assez grande variabilité. Cette variabilité devrait étre prise en compte

pour la mise en culture de cette plante a travers notamment une sélection préalable.

I11- Etude de la variabilité chimique des HE de 4 especes du genre

Nepeta et évaluation de leur propriété antibactérienne:

Nous avons été motivés pour la conduite de cette etude par le fait que peu d’études ont
concerné Nepeta atlantica (endémique du Maroc), Nepeta tuberosa, Nepeta granatensis et
Nepeta cataria d’origine Marocaine. Dans ce cadre nous nous sommes intéressés a I’étude de
la composition chimique et a I’évaluation de 'activité antibactérienne des huiles essentielles

de ces guatre especes du genre Nepeta.

I11-1- Etude de la Composition chimique des HE de quatre espéces du
genre Nepeta:

L’extraction des huiles essenticlles a été réalisée par la technique d’entrainement a la vapeur
d’cau. Les rendements obtenus en HE sont les suivants 0,96% pour N. granatensis ; 1,04%
pour N. atlantica ; 1,02% pour N. cataria et 1,2% pour N. tuberosa. Les analyses de la
composition chimique des huiles essentielles ont été réalisées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). La composition de ces HE est
consignée dans le tableau 8.

Pour chacune des quatre huiles essentielles étudiées, 26 composés ont été identifiés
(tableauB). L'examen des résultats de la composition d’HE de chacune des plantes N.
atlantica, N. tuberosa, N. cataria et N. granatensis montre que chaque espece se distingue

par sa composition de point de vue qualitative et quantitative.
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Composés * N. atlantica | N. tuberosa | N. cataria N. granatensis
o - pinene 11 1.3 0.4 6.3
B- pinene 11 0.9 0.9 23
camphéne 1.1 0.3 0.9 1.1
eucalyptol 1.1 1.2 0.5 24.0
a— phellandrene 11 0.6 0.2 58
Terpinéne 11 0.9 4.2 0.5
sabinéne 0.2 0.6 0.2 0.5
p-Cyméne 0.3 0.9 0.2 3.8
limonene 0.2 0.5 4.1 0.3
menthone 0.2 0.4 0.2 0.7
thujone 0.1 0.4 0.4 0.6
Bornéol 0.1 0.6 0.3 0.6
Linalyle acétate 0.5 0.4 0.2 1.4
menthol 0.6 1.6 0.2 0.4
linalol 0.6 0.5 0.4 14
pulegone 0.4 0.9 0.2 1.6
thymol 0.8 0.6 1.3 0.9
a-terpineol 0.6 0.5 0.3 0.5
citronellol 0.8 0.6 0.2 0.6
4aa,7a,7ap- nepetalactone 71.4 76.8 77.4 394
dihydronepetalactone 3.1 59 50 28
méthyleugénol 0.9 0.8 0.1 0.9
méthylisoeugénol 0.5 0.6 0.4 0.6
[-caryophylléne 8.2 0.7 0.2 1.5
o — curcumene 13 0.7 0.6 0.9
farnésol 25 0.8 0.9 0.5
* Les composes sont énumeérés dans I'ordre de leur élution d'une colonne VB-5.

e L'huile essentielle de N. atlantica se compose principalement du nepetalactone (le

stéréo- isomeres 4a-a, 7-a, 7al3- nepetalactone et le dihydronepetalactone) (74.5%),

accompagné de B-caryophyllene (8.2%) et de farnésol (2.5%). Elle renferme aussi de

nombreux composes terpéniques en petite quantité tels que thymol (0.8%), eucalyptol

(1.1%), a.— pinéne (1.1%), o— phellandréne (1.1%), camphéne (1.1%), Limonene
(0.2%), bornéol (0.1%),. pulégone (0.4%),

e L'huile essentielle de N. tuberosa contient 82,7% de nepetalactone (le stéréo-isomeres

4a-0, 7-a, 7al- nepetalactone et le dihydronepetalactone) et une faible quantité de
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menthol (1.6%), a-pinéne (1.3%), eucalyptol (1.2), thymol (0.6%), de B-caryophylléne
(0.7%) et de farnésol (0.8%).

e L'huile essentielle de N. cataria contient 82,4% de nepetalactone. Il est accompagné
de terpinéne (4.2%) et de limonene (4.1%). Les autres composés terpénigques ont un
taux faible a-pinene (0.4%), camphéne (0.9%), Bornéol (0.3), eucalyptol (0.5),
caryophylléne (0.7%) et de farnésol (0.8%).

e L'huile essentielle de N. granatensis, contrairement aux autres HE, présente seulement
42.2% de nepetalactone. 11 faut signaler la présence significative d’eucalyptol, 24% ce
qui est une particularité de cette HE, suivi du o-pinéne (6.3%), du a-phellandréne
(5.8%), p-cymeéne (3.8%), du B- pinéne (2.3%), pulégone (1.6%), B-caryophylléne
(1.5%) et Linalyle acétate (1.4%). Les autres constituants bornéol, thymol, limonene
etc sont présents en faible quantité (0.3% et 1.1%).

Pour chacune des quatre huiles essentielles, le nepetalactone (le stéréo-isoméres 4a-a, 7-a,
7ab- nepetalactone et le dihydronepetalactone) est majoritaire. Il représente environ 74% pour
N. atlantica, 82% pour les deux espéces de N. tuberosa et N. cataria mais seulement 42%
pour N. granatensis. Ces résultats concordent avec ceux obtenus pour d’autres especes de
Nepeta (Zomorodian et al. 2012; Adiguzel et al. 2009, Wang et al. 2007, Ghannadi et al.
2003; GKinis et al. 2003).

On note aussi que N. atlantica est caractérisée par la présence relativement élevée du R-
caryophyllene (8.2%) et du farnésol (2.5%), tandis que N. granatensis se distingue par la
présence de 1’eucalyptol (24%) accompagné de a-pinene (6,3%) et a-phellandréne (5,8%). En
outre, N. cataria présente des teneurs appréciables en terpinene (4,2%) et en limonéne (4,1%).

I11-2- Analyse de ’activité antibactérienne des HE de quatre espéces

du genre Nepeta:

L’objectif de ce travail consiste a évaluer I’activité antibactérienne des HE de N. atlantica, N.
tuberosa, N. cataria et N. granatensis vis-a-vis de six souches bactériennes qui sont a

I’origine de plusieurs infections (génito-urinaire, intestinale, nosocomiale, de la peau etc.).

92



Résultats et discussions

Afin de préciser le caractere bactériostatique des quatre huiles essentielles sélectionnées, des
tests de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ont été effectués sur des
isolats cliniques (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis), et des
souches ATCC (American Type Culture Collection) (Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Pour cela,
nous avons adapté la technique de microdilution sur des microplaques a 96 puits fond U et le
test MTT (3-(4, 5 dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrazolium bromide) comme indicateur

de viabilité.

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel J.M.P. Version 5.1: SAS Institute.

Inc, 2003. Les differences ont été considerées significatives a P <0,05.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des différentes huiles sur les six germes
étudiés ont été alors déterminées et regroupées dans le tableau 9. Les données ont été

exprimées sous forme de moyenne + écart type de quatre mesures.

Tableau 9: La concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles des

espéces Nepeta contre diffé rentes bactéries testées.
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MIC =+ écart-type
Souches bactériennes N. tuberosa | N. atlantica N. cataria N. granatensis
EC1:E. coli ATCC 25922 6.25+1.25 | 13.13+4.25 16.25 + 3.75 35.00 + 15.00
EC2:E. coli 30.0 £ 5.77 7.96 +4.07 16.60 + 3.33 70.00 + 10.00
PA1: P. aeruginosa ATCC 27853 | 40.0£0.00 | 22.50+6.29 | 37.50 + 15.47 40.00 £ 0.00
SAL: S. aureus ATCC 25923 4.37 +0.62 750+ 1.44 5.00 £ 0.00 22.50 £ 6.29
SA1L: S. aureus 23.33+8.81 | 1843+7.92 | 10.00 £ 3.53 68.00 + 12.00
SE:S. enteritidis 20.00+0.00 | 20.00+0.00 | 53.33+13.33 80.00 + 0.00

* Les données représentent les CMI (UL/mL) £ écart-type (moyens de 4 répétitions).
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Le screening de I’activité antibactérienne de quatre HE de Nepeta montre que 1’huile
essentielle de N. atlantica, N. tuberosa, et N. cataria présente une activité antibactérienne
contre les 6 souches de bactéries testées (CMI varie de 4.37 a 53.33uL/mL) (tableau 9). Alors
que T’huile essentielle de N. granatensis possede une activité antibactérienne relativement
faible (CMI varie entre 22.5 a 80ulL/mL). Par exemple, les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des HE de N. tuberosa, N. atlantica, et N. cataria contre S. aureus (ATCC
25923) sont respectivement 4.37 ; 7.50 et 5.00 pl / ml, tandis que la CMI de HE de N.
granatensis est de 22.50ul/mL (tableau 9).

Les souches S. aureus (ATCC 25923) et E. coli (ATCC 25922) sont plus sensibles aux huiles
essentielles de N. atlantica, N. tuberosa, et N. cataria (CMI varier de 4.37 a 16.25 ul / ml).
Pour E. coli et S. aureus la CMI varie de 7.96 a 30 pl / ml. On peut noter que S. enteritidis et
P. aeruginosa (ATCC 27853) sont moins sensibles aux HE, avec CMI inférieure a
53,33ul/ml (tableau 9). Le plus intéressant, ¢c’est que I'huile essentielle de N. granatensis,
qui est pauvre en nepetalactone, montre une activité antibactérienne relativement faible contre
les souches testées (CMI varie de 22.5a 80 ul/ ml).

Nous avons remarqué aussi que N. atlantica plante endémique du Maroc présente une activité
antibactérienne plus prononcée contre E. coli et P. aeruginosa ATCC 27853 comparativement

aux autres HE de N. tuberosa, N. cataria et N. granatensis (tableau 9 et figure 46).

CMI {puL/ml

N.cataria

N. granatensis
N.cataria

N. granatensis
N.cataria

N. granatensis
N.cataria

N. tuberase
N. atlantica
N. tuberose
N. atlantica
N.cataria

N. granatensis
N. tuberose

N. atlantica
N.tuberose

N. atlantica

N. tuberose

N. atlantica

N. granatensis
N. tuberose

N. atlantica
N.cataria

N. granatensis

EC1 E.C.2 5.A.1 5.A.2 S.E. P.A.1
souches/ HE

Figure 46: Comparaison du pouvoir antibacté rien de quatre HE du genre
Nepeta.

E.C.1: Escherichia coli ATCC 25922, E.C.2: Escherichia coli, S.A.1: Staphylococcus aureus ATCC 25923,

S.A.2: Staphylococcus aureus, P.A.1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, S.E.: Salmonella enteritidis.

94



Résultats et discussions

L’analyse statistique a révélé une différence significative entre les HE (p<0.05), et une
différence hautement significative entre les souches testées et I’interaction HE*souche
(p<0.0001). Ce qui permet de conclure que la CMI observée est dépendante de la nature de

I’huile essenticlle testée, de la souche étudiée et de leur interaction (Tableau 10).

Tableau 10: récapitulatif de I’analyse statistique de la CMI.
Source DF Sum of Squares F Ratio Prob > F
HE 3 3,644556 2,83914 0,0263
souche 5 38,753439 24,5956 <,0001
HE*souche 15 40,704291 6.4584 <,0001
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e Concernant les huiles essentielles :

D’apres le graphe obtenu de I'analyse de la variance selon la variable huile essentielle (Figure
47), nous pouvons répartir les HE en 2 groupes : Le premier regroupe les HE de N. atlantica,

N. tuberosa et N. cataria et le deuxieme est constitué uniquement de N. granatensis.
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Figure 47: Analyse de la variance de logcmi par I’huile essentielle.

EO1: Nepeta tuberose, EO2: Nepeta atlantica, EO3: Nepeta cataria, EO4 : Nepeta granatensis,
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Ceci est confirmé aussi par le test de Student (tableau 11). La comparaison des moyennes
des CMI nous a permis aussi de classer les HE de N. atlantica, N. tuberosa et N. cataria

dans le méme groupe. Tandis que I’'HE de N. granatensis constitue undeuxiéme groupe.

Tableau 11: Classification du pouvoir antibactérien des HE du genre Nepeta
(Test de Student).

Huile essentielle Groupe ment Moyenne
N. granatensis A 3,7755229
N. tuberosa B 2,6806654
N. cataria B 2,6806654
N. atlantica B 2,3981166

Les huiles essentielles non suivies de la méme lettre sont significativement différentes.

Le pouvoir antibactérien des HE est en relation avec la composition chimique et peut étre lié
au composé majoritaire qui est le nepetalactone, du fait que les trois HE de N. atlantica, N.
tuberosa et N. cataria appartenant au méme groupe ont un taux élevé en nepetalactone
(supérieur a 74%), alors que N. granatensis a activité antibactérienne plus faible que les autres
HE contient un taux relativement faible en nepetalactone (42%) et une teneur significative

d’eucalyptol (24%).

e Concernant les souches bactériennes :

Comme constaté avec les huiles essentielles, les résultats de I'analyse de la variance selon les

souches sont présentés dans la figure 48.
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Figure 48: Analyse de la variance de logcmi selon les souches testées.
E.C.1: Escherichia coli ATCC 25922, E.C.2: Escherichia coli,
S.A.1: Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.A.2: Staphylococcus aureus,

P.A.1: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, S.E.: Salmonella enteritidis.

D’aprés ces résultats, on constate qu’il y’a quatre groupes de souches selon leur sensibilité
aux huiles essentielles testées. Le premier contient Staphylococcus aureus ATCC 25923
(S.A.1) qui est le plus sensible a ’action des HE, suivi de Escherichia coli ATCC 25922
(E.C.1), le troisieme groupe rassemble Staphylococcus aureus (S.A.2) et Escherichia coli

(E.C.2). Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P.A.1) et Salmonella enteritidis (S.E.) sont

moins sensibles a I’effet des HE, elles constituent un quatrieéme groupe.

Les résultats de test de Student représentés dans le tableau 12 montrent aussi quatre groupes

différents des souches (les mémes groupes que précédemment).
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Tableau 12 : Classification de la sensibilité des souches aux HE du genre Nepeta

(Test de Student).

Souches Groupement Moyenne
SE : Salmonella enteritidis A 3,5733549
PA1 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 A 3,4289493
EC2 : Escherichia coli A B 3,0227633
SA2 : Staphylococcus aureus A B 3,0210738
ECL1 : Escherichia coli ATCC 25922 B C 25191936
SAL : Staphylococcus aureus ATCC 25923 C 1,9993332

Les souches non suivies de la méme lettre sont significativement différentes.

Comme, constaté dans les résultats ci-dessus, lactivité antibactérienne des HE observée est
dépendante de la nature de I’HE testée, de la souche étudiée. On note aussi que les souches S.
aureus (ATCC 25923) et E. coli (ATCC 25922) sont plus sensibles que S. aureus et E. col,
alors que S. enteritidis et P. aeruginosa (ATCC 27853) sont les moins sensibles a I'effet de
ces huiles essentielles (SA1>EC1> EC2, SA2>SE,PAL).

Nos résultats suggerent que I'activité antibactérienne des huiles essentielles de N. atlantica, N.
tuberosa et N. cataria et N. granatensis, peut étre liée a leur composé majoritaire le
nepetalactone (monoterpénoide). Les composés majoritaires sont souvent responsables de
I’activité antibactérienne observée (Zomorodian et al. 2012; Kalemba et Kunicka 2003 ;
Dorman et Deans 2000).

Des études ont suggéré également que d'autres espéces de Nepeta contenant nepetalactone
comme principal composé possedent des activités antibactériennes et antifongiques
(Zomorodian et al. 2012 ; Adiguzel et al. 2009 ; Sonboli et al. 2004 ; Stojanovic et al. 2005 ;
Bourrel et al. 1993), ce qui n'exclut pas la possibilité que les autres constituants puissent
expliquer la propriété antibactérienne de ces huiles. Ceci peut étre supporté au moins en partie

par les différences observées dans la sensibilité des bactéries testées aux différentes huiles
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essentielles de N. atlantica, N. tuberosa et N. cataria qui ont des niveaux similaires en
nepetalactone. Ainsi N. Atlantica présente une activité antibactérienne plus prononcée
contre E. coli et P. aeruginosa ATCC 27853 comparativement aux autres HE de  N.
tuberosa, N. cataria et N. granatensis, qui est peut étre liée a la présence relativement élevée
du B-caryophyllene (8.2%) et du farnesol (2.5%). Comme cela a été décrit pour le p-cyméne,
qui, en facilitant la pénétration intracellulaire du carvacrol, potentialise les effets de ce
composé sur Bacillus cereus (Ultee et al. 2002). Carson et al. 2006 ont rapporté que le 1,8
cinole qui est considéré comme un élément d’activité antibactérienne marginale, peut
perméabiliser les membranes bactériennes et faciliter I'entrée des autres éléments p lus actifs.
Il est également possible que les composants mineurs pourraient étre impliqués en synergie
avec les autres composés actifs (Giles et al. 2010). Des synergies du méme ordre pourraient

avoir lieu dans ’action de HE de N. atlantica, N. tuberosa et N. cataria.

En outre nous avons constaté que dans I'huile essentielle de N. granatensis, le nepetalactone
représente 42% et l'eucalyptol 24%. A noter que certaines études ont montré que leucalyptol
présente une activité antibactérienne contre S. aureus (Karlovic et al. 2000). Néanmoins, on
peut prendre en considération le fait que l'effet antibactérien des huiles essentielles pourrait
résulter d'une action synergique ou antagoniste des différents composants d’une huile
essentielle (Burt 2004).

L’activité antibactérienne varie d’une huile a I'autre et d’une souche a I'autre, ces résultats
concordent avec les travaux de Kalemba et Kunicka 2003; Abu-Darwish et al. 2012. On note
aussi que les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positive que sur les
bactéries Gram négative. Toutefois, les bactéries Gram négative paraissent moins sensibles a
leur action (Zomorodian et al. 2012 ; Burt 2004) et ceci serait directement lié & la structure de
leur paroi cellulaire (Burt 2004). Néanmoins la bactérie P. aeruginosa (Gram négative) reste
la bactérie la moins sensible a I’effet des huiles essentielles (Abu-Darwish et al. 2012 ;
Dorman et Deans 2000).

Par ailleurs, certains travaux ont montré que la tolérance P. aeruginosa a des concentrations
élevées de Melaleuca alternifolia et/ou a ses principaux constituants est associée a la
membrane externe. En montrant que lorsque les cellules de P. aeruginosa sont prétraitées
avec polymyxine B (perméabilisant) ou de TEDTA, elles deviennent plus sensibles aux effets
bactéricides de Melaleuca alternifolia, terpinéne-4-ol, ou ¥-terpinéne (Carson et al. 2006 ;
Longbottomet al. 2004 ; Mann et al. 2000).
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Concernant S. aureus, des études ont montré que le traitement de cette bactérie avec I’huile
essentielle de Melaleuca alternifolia (arbre a thé = TTO) entraine la fuite d'ions potassium
(Cox et al. 2000 ; Hada et al. 2003), inhibe la respiration (Cox et al. 2000), et produit des
changements morphologiques apparents sous microscopie €lectronique (Carson et al. 2006;
Reichling et al. 2002). Toutefois, aucune lyse significative des cellules de S. aureus n’a été
observee par spectrophotométrie ou par microscopie électronique (Carson et al. 2006 ; Carson
etal. 2002 ; Reichling et al. 2002).

Chez E. coli, I’huile essenticlle de Melaleuca alternifolia (TTO) a entrainé des effets néfastes
sur 'homéostasie du potassium, la respiration cellulaire et la morphologie (Carson et al.
2006 ; Cox et al. 1998 ; Gustafson et al. 1998). Une lyse cellulaire d’E. coli traitée avec TTO
a été rapportée (Carson et al. 2006 ; Gustafson et al. 1998), en contraste avec labsence de
toute lyse cellulaire chez S. aureus traitée avec TTO (Carson et al. 2002 ; Reichling et al.
2002).

L’huile essentielle de Thymus x-porlock, génére des épaississements anormaux de la paroi
cellulaire de Listeria monocytogenes (Rasooli et al. 2006), la surface des cellules s’épaissit,
devient plus rugueuse et perd de son uniformité, alors que les huiles essentielles d’origan, de
bois de rose et de thym détruisent la membrane plasmigque de Streptococcus pneumoniae de
maniére irréversible conduisant ainsi a la mort cellulaire par un processus Iytique (Horne et
al. 2001).

Souza et al. 2013 ont étudié Teffet du carvacrol et du thymol sur des souches de
Staphylococcus aureus. lls ont conclu que les concentrations sublétales du carvacrol et du
thymol inhibent lactivité enzymatique de la coagulase et de la lipase, entrainent une
suppression totale de la production d'entérotoxine et une perte d’ions potassium et de matériel
absorbant a 260 nm. Des observations au microscope électronique a balayage ont montré des
déformations cellulaires de S. aureus. Le largage du matériel cellulaire et I’altération de la
surface cellulaire suggerent un endommagement de la membrane cytoplasmique cellulaire, ce
qui entraine une perturbation de la sécrétion de protéines et pourrait étre responsable des

proprietés anti-staphylocoques du carvacrol et du thymol (Souza et al. 2013).

Le cinnamaldéhyde, principal constituant de I’huile essenticlle de cannelle (Cinnamomum
cassia), est trés actif contre de nombreuses bactéries Gram positive et Gram négative

(Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Enterobacter sp). Il inhibe les ATP synthétases
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bactériennes et provoque une diminution de la production d’ATP intracellulaire (Gill et
Holley 2004 et 2006).

Généralement 1’hydrophobicité des molécules qui composent les huiles essentielles, facilite
leur insertion entre les phospholipides membranaires et assure leur solubilisation dans la
bicouche lipidique. Ceci induit une déstabilisation de la structure de la membrane plasmique
et une modification de sa perméabilité aux ions, protons et autres composants cellulaires
(Souza et al. 2013 ; Carson et al. 2006 ; Trombetta et al. 2005; Cox et al. 2000 ; Ultee et al.
2002; Sikkema et al. 1994). Outre les altérations membranaires provoquées, ces molécules
peuvent franchir la bicouche lipidique, pénétrer a I'intérieur des cellules et interagir avec des
cibles intracytoplasmiques (Cristani et al. 2007). Vu la complexité et la diversité moléculaire
des huiles essentielles, il est fort probable que leur pouvoir antibactérien soit attribuable a
plusieurs mécanismes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Burt 2004 ; Carson et
al. 2002 ; Skandamis et al. 2001).

En resumé, nos données indiquent que les HE des trois espéces de Nepeta (N. atlantica, N.
tuberosa, et N. cataria) inhibent efficacement E. coli et S. aureus, deux souches résistantes,
qui causent de graves problemes sanitaires dans le monde entier. N. atlantica (plante
endémique du Maroc) a montré aussi un pouvoir antibactérien contre P. aeruginosa
caractérisé par sa tolérance aux huiles essentielles. Ceci indique que cette plante peut étre
utilisée pour le développement de composes alternatifs a traiter les infections causées par ces
agents pathogénes résistants aux antibiotiques. Toutefois, d'autres études sont nécessaires

pour clarifier les propriétés antimicrobiennes des isoméres de nepetalactone.

Betoni et al. 2006 ont démontré une synergie entre les extraits de plantes et les médicaments
antimicrobiens utilisés pour le traitement des maladies liées au Staphylococcus aureus. Le
traitement combiné peut étre utilisé pour étendre le spectre antimicrobien, afin d'éviter
Iémergence de mutants résistants, de minimiser la toxicit¢ et d’obtenir une activité
antimicrobienne synergique ; il pourrait étre une alternative a la monothérapie pour les
patients atteints d'infections invasives qui sont difficiles a traiter, comme ceux dus aux
espéces multirésistantes et pour ceux qui ne répondent pas au traitement standard (Kamatou et
al. 2006). En outre, la synergie des antimicrobiens pourrait étre utilisée dans le but de
prévenir ou de retarder I'émergence in vivo de populations résistantes de microorganismes

pathogenes (Lupetti et al. 2002).
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Dans ce travail, ’objectif principal était de contribuer a la caractérisation de la composition
chimique en huiles essentielles des especes marocaines en vue d’enrichir et de valoriser le
catalogue de la flore marocaine. Aussi, nous nous sommes intéressés a trois plantes connues
dans la médecine traditionnelle & savoir Thymus. satureioides Coss, Origanum
compactum Benth et Nepeta. Chaque fois que cela était possible, ces espéces et leurs HE ont
été explorées davantage soit en termes de productivité des HE, soit en termes d’étude de leurs
activités biologiques notamment antibactériennes.

Aussi, dans une premiere étude, nous nous sommes fixés comme objectif la caractérisation
chimique de 29 huiles essentielles de Thymus satureioides Coss (endémique du Maroc) ainsi
que I’é¢tude de sa productivité en biomasse et en huile essentielle en fonction de [’altitude
dans la vallée de I’Agoundis. Dans une seconde étude, nous nous sommes intéresses
davantage a la variabilitt de la composition de HE d’Origanum compactum Benth
(endémique du Maroc), récolté sur 9 sites au Maroc (Ben Karich, Souk tifelt, Merchouch,
Owazane, Taounat; Khenifra, Zraib, Ben Ider et Mssabih).

Dans la troisiéme étude, nous nous sommes fixés comme objectif ’analyse de la composition
chimique et I'évaluation de I'activité antibactérienne des huiles essentielles de quatre especes
du genre Nepeta d’origine Marocaine : N. tuberosa, N. cataria, N. granatensis et N. atlantica

qui est une endémique du Maroc.

Concernant Thymus. satureioides Coss :

- La biomasse estimée en matiére verte varie de 20 & 518,5 g/m?. Cependant Il n'existe
pas de relation entre l'altitude et la production de la biomasse.

- Pour la productivité estimée en huile essentielle, la aussi les rendements varient de
0,20 a 2,29%. Nous avons remarqué que I’altitude explique faiblement la variation du
rendement en HE.

- Pour la variabilit¢ chimique, I’analyse de 29 échantillons d’huile essentielle par
CPG/SM nous a permis d’identifier 26 constituants. Le composé prépondérant dans
presque la majorité des échantillons est le bornéol avec des valeurs comprises entre
22,67 et 37,47%. D'autres constituants ont été identifiés dont les plus importants
sont : le camphene (4,34- 21,01%), le carvacrol (1,76-21,21%), a-pinéne (2,04-
12,15%), a-terpinéol (3,13- 10,56%), 3-Caréne (1,45-10,51%) et le p-cymeéne (2,25-
8%).
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Une étude par groupe hiérarchique a été réalisee sur les 29 échantillons d'huile
essentielle. Elle arévélg la présence de 3 groupes bien distincts : le premier a bornéol /
carvacrol, le second a bornéol / camphéne / carvacrol et le dernier a borneol /
camphéne / a-pinene. On remarque que le bornéol est le constituant prépondérant de
tous les échantillons. Les trois classes ont montré des variations principalement dans
les teneurs en carvacrol, camphéne et a-pinene.
La présence dominante du bornéol dans tous les échantillons d’huiles essentielles confére au
Thymus satureioides de I’Agoundis une caractéristique spécifique particuliére devant étre
valorisée par sa propre appellation : chémotype a bornéol ou thym de bornéol.
La présence de bornéol, carvacrol, camphéne, a-pinéne ; composés dotés d’un pouvoir
antimicrobien; dans I’huile essenticlle de T. satureioides, peut attribuer un effet
antimicrobien a cette huile essentielle, ce qui peut justifier au moins en partie 1’usage
traditionnel de cette plante contre les infections gastro-intestinales, les infections de la gorge

et de la bouche, les grippes..

Concernant Origanum compactum Benth :

L’identification des composés chimiques de [Ihuile essentielle a été réalisée par
chromatographie en phase gazeuse, couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). Les
compositions chimiques des 9 échantillons présentent une assez grande variabilité chimique.
Les constituants majeurs sont : le carvacrol (67,81 a 3,39%), thymol (58,29 a 0,21%), p-
cymeéne (27,75 a 0,42%) et le »-terpinene (21,88 a 10,44%). Suite a I’analyse statistique, nos
résultats fragmentaires obtenus a ce jour sur O. compactum permettent de supposer qu'il existe
trois chémotypes : I'una carvacrol, l'autre & thymol et le 3°™ & carvacrol/p-cyméne.

Les données de la variabilit¢ de composition chimique des huiles essenticlles d’Origanum
compactum Benth et leur teneur élevée surtout en carvacrol, thymol: composés qui présentent
une activité antimicrobienne, justifieraient leur usage traditionnel contre les affections gastro-
intestinales, la dysenterie, les grippes, les affections O.R.L. et les bronchites ainsi que dans la

conservation des aliments.

Concernant les quatre espéces du genre Nepeta d’origine Marocaine : N. tuberosa, N. cataria,

N. granatensis et N. atlantica, plante endémique du Maroc :
L’analyse de la composition chimique des quatre huiles essentielles a été effectuée par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM), et des
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tests de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ont éteé réalises afin de

préciser le caractére bactériostatique des quatre huiles essentielles sélectionnées.

- L'examen des résultats de la composition chimique de I'huile essentielle de chacun des
échantillons de N. tuberosa, N. cataria, N. granatensis et N. atlantica montre que le
nepetalactone (le  stéréo-isoméres 4a-a, 7-a, 7ab- nepetalactone et e
dihydronepetalactone) est le constituant majoritaire. 11 représente environ 74% pour N.
atlantica, 82% pour les deux espéces de N. tuberosa et N. cataria mais seulement 42%
pour N. granatensis. On note aussi que N. atlantica est caractérisée par la présence
relativement élevée du R-caryophylléne (8,2%) et du farnésol (2,5%), tandis que N.
granatensis se distingue par la présence de I’eucalyptol (24%) accompagné de a-
pinéne (6,3%) et a-phellandrene (5,8%). En outre, N. cataria présente des teneurs

appréciables en terpinene (4,2%) et en limonéne (4,1%).

- Le screening de I'activité antibactérienne des quatre HE de Nepeta montre que 1’huile
essentielle de N. atlantica, N. tuberosa et N. cataria présente une activité
antibactérienne  contre les six souches de bactéries testées. Alors que [I’huile
essentielle de N. granatensis possede une activité antibactérienne relativement faible.
Nos resultats indiquent que les HE de N. atlantica, N. tuberosa, et N. cataria
inhibent efficacement E. coli et S. aureus, deux souches résistantes, qui causent de
graves problemes sanitaires dans le monde entier. L’effet le plus marquant c’est que
N. atlantica endémigque du Maroc a montré un pouvoir antibactérien contre P.
aeruginosa caractérisée par sa tolérance aux huiles essentielles. Elle a présenté aussi
une activité plus prononcée contre E. coli comparativement a N. tuberosa, N. cataria
et N. granatensis. Ceci indique que cette plante peut étre utilisée pour le
développement de composés alternatifs a traiter les infections causées par ces agents

pathogenes résistants aux antibiotigues.

Ces résultats permettent d’entrevoir la valorisation des HE des plantes étudiées de point de
vue production et commercialisation en vue d’utilisations diverses dont notamment comme

alternative dans la lutte contre les infections microbiennes.
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Perspectives

®,

% Pour Thymus Satureioides Coss.

Afin d’améliorer la situation dans la vallée de I’Agoundis, quelques recommandations ont été

élaborées pour la population locale organisée au sein de la coopérative de I’ Agoundis pour le

Développement Forestier et Agricole (CADEFA). L accent est mis sur les actions suivantes :

v L’application d’une rotation bisannuelle, ¢’est trés important pour donner plus de
chance a la régénération des plantes.

v' Dans laire exploitée, les collecteurs doivent laisser quelques plantes pour la
formation des graines. Ceci permet de reconstituer le stock en graines dans le sol.

v Eviter la coupe des jeunes plantules caractérisées par des racines superficielles et
des ramifications faibles.

v Installer des ruches des abeilles dans la zone en repos afin d’améliorer la
pollinisation et de ce fait, la production des graines.

v' Enfin, la replantation duthym dans les zones dégradées est souhaitable.
%+ Pour Origanum compactum Benth.

L’Origanum compactum est une plante en voie de disparition et présente un polymorphisme
chimique, il serait d’un grand intérét d’entreprendre les actions suivantes :

> Elargir le champ d’étude pour déterminer les différents chémotypes.

> FEtudier la variabilité génétique inter et intra-spécifique.
» Protéger et sauvegarder la biodiversité de cette espece.
>

La Mise en culture des chémotypes performants.

RS

%

Pour les espéces de Nepeta
Concernant les espéces de Nepeta et surtout N. atlantica, L’étude doit étre complétée par les
actions suivantes :

» Vérification de I’effet antibactérien du nepetalactone isolé.

» Investigation des mécanismes d’action des HE de Nepeta, surtout N. atlantica.

* Mise en évidence des mécanismes d’action du nepetalactone.

* La formulation de I'utilisation de N. atlantica.
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The chemical composition of essential oils (EQ)} isolated from four Nepeta species (Nepeta atlantica
Ball, Nepeta tuberosa L. subsp reticulata (Dest.) Maire, Nepeta cataria L., Nepsta granatensis Boiss)
were characterized and the antibacterial activity tested. Chemical analyses indicated that the major
companent of these EQ was the steriolsomere da-u, 7-n, 7a-f-nepetalactone which represented more
than 70% of oils from N. aflantica, N. tuberosa, N, catarfa and 39.4% of oils from N. granatensis, The EQ
from N. atlantica, N. trberosa, and M. cataria presented comparable antibacterial activity against tested
bacteria. Statistical analysis indicated that 5. sureus (ATCC 25023) and E. coli (ATCC 25922) strains
were the most sensitive to the EQ (MICs ranged from 4.37 1o 16.25 pL/mL), these sirains were more
sensitive than clinlcally isclated E. coll, S. aureus and S. enderitidls and P. aeruginosa (ATCC 27853)
strains. The EOQ from N. granatensis contained low nepetalactone concentrations and showed relatively
poor antibacterial activity against tested bacteria (MICs rahged from 22.50 to 80,00 pLimL). Thess
results indicate that the antibacterial activity of EQ from the Nepeta genus depends on their chemical
compasition and suggests that nepetalactone plays an important role in antibacterial activity against E.
coli and 5. aureus strains, two microeorganisms which cause morbidity and mortality worldwide.

Key words: Nepeta allantica, Nepeta tuberosa, Nepeta granatensis, Nepeta cataria | Lamiaceae, assantial oil
camposition, da-o, 7T-u, Ta-f-nepetalactone, antibacterial activity,

INTRODUCTION

Nepeta is a genus of annual or perennial herbs; it
belongs to the Lamiaceae family, which includes approxi-
mately 250 species. These plants are localized to central
and southern Europe, Asia, the Middle East, northemn
Africa, and to tropical mountains in Africa (Ghannadi et
al., 2003; Gkinis et al., 2003).

Nepeta species are used in the traditional medicine of
many countries and have a large ethnobotanical effect:
diuretic, diaphoretic, vulnerary, antitussive, antispasmo-
dic, antiasthmatic, tonic, tebrfuge, emmenagogue and
carminative (Ghannadi et al., 2003; Nostro et al., 2001).
However, neither the antimicrobial activity of EO of Ne-
peta spacies growing spontaneously in Morocco nor the
composition of the essential oils has been published. In

*Corresponding author. Email. benjovad@fsr.ac.ma. Tel: +212
37 7780 12. Fax : +212 37 77 54 61.

facl antbacterial properfies of Lamiaceae clls compounds
such as borneol and pinene has been reported (Dorman
and Deans, 2000; Tabanca et al,, 2001; Vardar-Unlii et
al,, 2003), It has also been reported that plant oils rich in
phellandrene and limonene show high antimicrobial acti-
vity (Gonzalez et al., 2004). In addition, plants rich in car-
yophyllene and sesquiterpenoid hydrocarbons exhibited a
broad spectrum of antibacterial activities against Gram-
positive and Gram-negative bacleria (Oyedeji &
Atolayani, 2005). In this context we were interested in
analyzing the composition and the antibactenal activity of
EQ from Nepeta species. In this report we studied the
composition of the oils from four Nepeta species growing
in the wild in Moreeco (Fennane and Ibn Tattou, 1998)
i.e. N. luberosa L. subsp reliculata {Desf.) Maire, N.
cataria L., N. granatensis Boiss, and N. atlantica Ball and
we evaluated the antibacterial activity of their EO against
Gram-positive and Gram-negalive bacleria.
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MATERIALS AND METHODS
Plant material

Whole plants of N cataria, N. granatensis, N, tuberosa and N,
aflantica were collected from Moroccan regions with agreement
from the authorities and respecting the United Nations Comvention
on Biodiversity. N. catarla was collacted in the region of Kenitra, N.
granatensis and N. luberosa were collected in the region of Ifran,
and N. atlantica was collected in Boumia-Toundit,

Essential oil extraction

Plant material (100 g} was submitted fo steam distillation and the
distiflate was subjact to sucoessive ethyl acetate extractions (3 x
100 mL), dried over anhydrous Na:SQ,, and concentrated undar
reduced pressure. The yield of extraction (percentage of weight of
oilweight of dry plant) was: 0.96% for N. granatensis, 1.04% for N,
atiantica, 1.02% for N, cataria, and 1.2% for N, tuberosa.

Analytical techniques

GC-MS analysis of the EO was parformad on a TRACE GC ULTRA
equipped with non-polar VBS (5% phenyl; 95% methylpolisyloxane)
capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm film thickness}, directly
coupled to a mass spectrometer (Polaris Q) (El 70 eV). The
temperature of the injector and detecter was set at 250°C and
300°C. respectively. Tha oven temperalure was programmed from
60°C to 200°C at 2°C/min, and then from 200C at 300°C at
20°C/min. The components of the oil were identified by comparison
of their mass spactra with those in the Wiley-NIST 7" edition library
of mass spectral data. The percen composition of the oil
sample was calculated from GC-MS peak areas.

Microorganisms and inoculum preparation

The bacleria Escherichia coli (E. coll). Staphylococcus aweus (S.
aureus), Salmonella enteriticis (S. enteriidis) isolated from patients
were obtained from the cufture collection of the microbiclogy
dapartment (Microthec Unity) at the National Institute of Health
(Rabat, Morecco). Bacteria were identified based on the colony
morpholegy, gram stain, APl entercbacieria and bicchemical
gafiery. Heference slrains were oblained from the American Type
Culture Collection: Eschenichia cofi ATCC 25922 (E. coli ATCC
25822), Staphylococeus aweus ATCC 25923 (S, aweus ATCC
25923). Pseudomonas asruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa
ATCC 27853).

Each isolate was inoculated into Muller Hinton Agar with a
scraping from a glycerol stock frozen at —20°C and incubated
during 18 - 20 h at 37°C. For the inoculum, colonies were selected
from 18 - 20 h old cultures. Turbidity was adjusied to that of a 0.5
MacFartand standard (1.5 x 10° CFU/mL) using sterde NaCl
solution {0.9%).

Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The viability indicater MTT (3-{4, 5 dimethyithiazol-2:yl)-2, 5
diphenyletrazelium bromide) and the quick microplate method
(Eloff, 1998) were used lor the determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC) as we dascribed previously (Oumzil
ot al., 2002). A range of coubling dilutions of Nepsta EO was
prepared in Muller Hinton Broth (BMH) in a 96-well microplate.
Tween-80 was included in all assays at & final concentration of
0.001% (v/v) 10 enhance cil solubility, Each well was inoculated with

Annexes

25 pl of a bacterial suspension. The covered microplates were
incubated overnight at 37°C.

The bactenal suspension changed to blue when bacterial growth
occurred. To verify that there was no abictic reduction of MTT,
tested preducts were incubated directly with the viability indicater
without any bacterial suspensicn (negative control). The MIC is
dafined as the lowest concentration of antiiotic or extract at which
there is no visible growth. The steck sclution and the diutions of
antibiotic were prepared as described (Andrews, 2001; EUCAST,
2003). As an internal control, we determined the MIC for chloram-
phenicol against E. colf ATCC 25922, the value obiained was in
agreement with the NCCLS standards (NCCLS, 1990).

Statistical analysls

Statistical analysis was performed using a regression qualitative
moded, ANGVA and least differences analysis was camied out with
JM.P_ version 5.1: SAS Inslitute. Inc, 2003,

RESULTS

The chemical composition of EO from tested Nepeta
species was determined by GC-MS analysis. Table 1
shows that the EQ of each plant species has a spacific
quantitative and qualitative composition. The major com-
ponent was neptalactone (the stericisomere 4a-w, 7-¢. 7a-
-repetalactone and the dihydronepetalactone) which
represents about 74% for N. atlantica, 82% for both N.
tuberosa and N. cataria but only 42% in N. granatensis.
This result is comparable to that obtained for others
Nepeta species (Ghannadi et al, 2003; Gkinis et al,
2003). Of note N. afiantica is characterized by its rela-
tively high B-caryophyllene (8.29:) and farnesol (2.5%)
content while N. granatensis was relatively rich in other
components (eucalyptol 24%, a-pinene 6.3 %, a-phel
landrene 5.8%). In addition, N. cataria is characterized by
its relative content in terpinene (4.2%) and limonene
(4.195).

The screening for antibacterial activity indicates that
the oils from N. aflantica, N. tuberosa, and N. catana
present comparable activity against all strains of tested
bacteria (MICs ranged ifrom 4,37 to 53.33ul/mL) (Table
2). The oils from N. granatensis, was found to possess a
relatively low antibacterial activity (MICs ranged from
22.5 1o 80plimL). For example the MICs of EO from N.
tuberosa, N. aflantica, and N. cataria against S. aweus
(ATCC 25923) were 4.37, 7.50 and 5.00 pL/mL
respectively, while the MIC of EO from N. granatensis
was of 22.50uUmL (Table 2).

Of interest, S, aureus (ATCC 25923) and E. coli (ATCC
25922} were more sensitive to the oils of N. atlantica, N.
tuberosa, and N. cataria (MICs ranged from 4,37 to 16.25
plUmL). For isolated E. coli and S. aweus the MICs
ranged from 7.96 to 30 uUmL. S. ententidis and P.
aeruginosa (ATCC 27853) were less sensitive to EO, with
MICs below 53.33 pL/mL (Table 2). Interestingly, the oil
of N. granatensis, which is poor in nepetalactone, has a
relatively low antibacterial activity against tested micro-
organisms {MICs ranged from 22.5 to 80 uL/mL).
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Table 1. Chemical composition (%) of four oils of Nepeta spacies

Compounds * N. atlantica | N. tuberosa | N. cataria | N. granatensis
a - pinene 11 1.3 0.4 6.3
B- pinene 1.1 0.9 0.8 23
camphene 1.1 03 0.9 11
aucalyptol 1.1 1.2 0.5 240
o phellandrene 11 0.6 0.2 58
terpinene 11 09 4.2 0.5
sabinene 0.2 06 0.2 0.5
p-Cymene 0.3 09 0.2 38
limonene 0.2 05 41 0.3
menthone 0.2 0.4 0.2 0.7
thujone 01 04 0.4 0.6
borneol 0.1 0.6 0.3 0.8
linalyl acetate 0.5 0.4 0.2 1.4
menthol 0.6 1.6 0.2 0.4
linalool 0.6 05 0.4 1.4
pulegone 0.4 09 0.2 1.6
thymol 08 0.6 1.3 0.9
a-terpin=ol 0.6 05 0.3 0.5
citronellol 0.8 06 0.2 0.6
da-c, 7, 7a-fi-nepetaiacone 714 76.8 774 394
dihydronepetalactone 31 59 5.0 28
methyleugenol 0.9 08 0.1 0.9
methylisceugenol 05 06 0.4 0.6
RB-caryophwllene 8.2 0.7 0.2 1.5
a — curcumene 1.3 0.7 0.6 0.9
farnesol 2.5 0.8 0.9 0.5

*Compounds are listed in order of their efution from a VB-5 column,

Table 2. Minimal inhibitory concaniration (MIC) of Mepsta spacies oils against differant bactenia.

Strains MIC £ Std Err Means
M. tuberosa N. atlantica N. cataria N. granatensis

E. colf ATCC 25522 625 +1.25 1313 £4.25 1625375 35.00+15.00
E. caff 3002537 705 +4.07 16.60 +3.33 F0.00+10.00
P. aeruginosa ATCC 27853 | 40.0 £0.00 2250629 ATED 1547 40,00+ 0.00

5. awreuz ATCC 25923 4,37 0,62 7.50 +1.44 5.00 +0.00 22502829

&. auraus 2333t88 1843+ 782 10.00£3.53 G68.00£12.00
5. erlerilichs 20.00 + 0,00 20,00 + 0,00 533341333 B0.00 + 0,00

Data reprosent the MICs (pU'mL) = standard @rror of the means for 4 experiments,

In summary, our results indicate that E. coli and 5.
aureus are more sensitive than P. aeruginosa to EO from
the Mepata genus {p < 0.001).

DISCUSSION

The results suggast thal the antibacterial aclivily of tha
pils of Nepela species may be relaled o their major
monsterpenaid component Le nepetalactons, however

this dogs not exclude the possibibty that the afher mone-
terpanes may account for the antibacterial property of the
oils. This may ba supported al least in part by the differ-
rences obsenved in the sensifivity of tested bacteria to EO
from Mepeta species that have similar kevels of nepeta-
lactone {Table 1), In fact we found that nepetalactons
reprasants 42% and sucalyplol represents 24% of the oil
from N granatensis and other reports showed that euca-
lyptol has antibactenal aclivity fowards S vawrsus



114 J. Med. Plant. Ras.

iKarlevie et al, 2000), Thus, one may take into
consideralion that the anfibactenal effect of the oils could
result from a synergistic o antagonistic action of differen
cils components.

The antibacterial effect of the cils could be explained
by disturbance of the permeability barrer of the bacterial
membrane structure (Cowan, 1999). Indeed. recent
findings revealed that tea tree oil damages the cel
membrane struclure of E coll, 5 awews and Candida
atbicans (Cox et al,, 20000, Such a phenomenon is dus to
the penetration of monaterpenes through the call wall and
cell membrane, In fact, monoterpenes are lipophilic, and
may induce the expansion of call membranes, increases
fluidity, destray the membrame structure and  inhibit
membrans embedded enzymes {Cox et al,, 2000; Cox et
al., 20010, In the case of E. ool tea tree oil alse caused a
lzakage of cellular potassium and inhibits glucose depen-
dent respiration (Cox et al, 1998), Thus, further imvest
gations should be made fo explore the mechanisms of
action of the oils of Nepeta species showing high activity
against bacteria.

In summary, our data indicate that the EQ from fhe
Mepeta ganus efficaciously inhibit E. coll and 5. auraus
strains, two resislant microsrganisms which make serious
sanitary problems worldwide, This indicates that this plant
may be wselul for developing allernative compounds to
treat infections caused by these antibiotic resistant patho-
gens, As suggested in a recenl reporl (Batoni ef al,
2006), these compounds of plant origin may be used
tagether with known drugs in the develapment of pharma-
cological agents against pathogens,
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Thymus satureioides Coss. & Ball. (Th. satureioides) is an endemic thyme of Morocco. Thirty two samples of
wild T. satureioides were collected from High Atlas Mountains (Valley of Agoundis). The essential oils (EO)
isolated by hydrodistillation from the aerial parts were analysed by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). The yield of EO ranged from 0.2 to 2.3%. Twenty six components, representing more than 95% of the
oil, were fully characterized. Borneol was the main constituent. Its proportion varied between 22.7 and 37.5%.
Cluster analysis of the identified components grouped the samples into three main chemotypes,
borneol/carvacrol (B/Ca), borneol/camphene/carvacrol (B/C/Ca) and borneol/camphene/ a-pinene (B/C/P). Other
constituents were identified in significant amounts: a-terpineol (3.1 to 10.6%), 3-carene (1.5 to 10.5%) and p-
cymene (2.3 to 8%). The fresh matter productivity average of T. satureioides was around 1.3 t/ha, revealing low
potential of exploitation for collectors. This study has shown that the thyme growing in the valley of Agoundis is
dominated by borneol chemotypes, showing different level of essential oil yield, according to locations and/or
genotyes within general low potential of biomass production.

Key words: Thymus satureioides, Agoundis Valley, matter productivity, GC-MS, essential oil, borneol,
carvacrol.

INTRODUCTION

Thymus belongs to the family of Lamiaceae, subfamily
Nepetoideae and tribe Mentheae. The number of species
within this genus is estimated between 250 and 350 taxa
(species and varieties) of wild growing plants (Morales,
2002; Lawrence and Tucker, 2002; Napoli et al., 2010).
According to Jalas (1971), Thymus is divided into eight

sections over the world. Thyme species are commonly
used as herbal tea, flavouring agents (condiment and
spice) and medicinal plants (Morales, 2002). The
aromatic and medicinal properties of the genus Thymus
have made it one of the most popular medicinal plants
(Nickavar et al., 2005; De Lisi et al., 2011). In traditional
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medicine, leaves and flowering parts of Thymus species
are widely used as tonic and herbal tea, antiseptic,
antitussive, expectorant and carminative as well as
treating colds (Ghasemi, 2009; Rasooli and Mirmostafa,
2002). Thyme oils and in some cases ethnolic extraxt are
widely used in pharmaceutical, cosmetic and perfume
industry, but also for flavouring and preservation of
several food products. Moreover, these species have
dermatological benefits against acne and more recently,
anti-platelet, antimicrobial, antispasmodic and antioxidant
activities have also been demonstrated (Okazaki et al.,
2002; Faleiro et al., 2003; Dob et al., 2006; Hazzit et al.,
2009; Oh et al., 2009; Dandlen et al., 2010; Meister et al.,
1999; Grosso et al., 2010; Giweli et al. 2013).

In Morocco, the Thymus species are widely distributed
and found in several areas in Morocco (Jahandiez and
Maire, 1934; El Habazi et al., 2006). The rate of
endemism in the Thymus genus is 46.6%, representing 7
species (Fennane et al., 2007). Among these endemic
species, T. satureioides is the widely natural growing
thyme and thus the most exploited, known as the
“Moroccan thyme” in worldwide. This is a perennial shrub,
locally named "Azukni", in Berber and Zaiitra in Arabic
(Bellakhdar, 1997). As for most thyme, this plant
possesses culinary, aromatic and especially medicinal
uses (Bellakhdar et al., 1991; Bellakhdar, 1997).

The composition of the essential oils (Eos) isolated
from aerial parts of T. satureioides harvested from
different regions of Morocco has been slightly
investigated. Analysis of EOs revealed various
compositions. However, in most reported papers, only
few samples (one-three samples except one) have been
investigated and the reported composition could not be
considered as representative of the T. satureioides
growing wild in the very vast regions of the country,
estimated to thousands of hectares. Furthermore, the few
studies undertaken in the past reported biological activity
of the EO and the composition of little number of
samples.

A study of one essential oil sample, originated from
Beni Mellal region, has shown, respectively 52% of
borneol, 3% of carvacrol, 27% of thymol and 0.33% of
camphene (Jaafari et al., 2007). This study has also
shown an antitumor and cytotoxicity activties.
Furthermore, antimicrobial and antioxidant activities of
EOs of T. satureioides were also investigated by Bouhdid
et al. (2006) and Mayaud et al. (2008) in commercial
samples from Pronarom (private company) for each, with
26.4 and 27.3% of borneol, respectively. Less
antimicrobial effect was also demonstrated on Escherchia
coli, Staphylococcus aureus and Bacillus megaterium
using an essential oil sample with 31.2% of borneol and
27.4% of camphene content (Tantaoui-Elaraki et al.,
1993). In contrast, two compositions from EOs samples
collected from Marrakech region were dominated by
borneol/carvacrol which represented 30 and 36%,
respectively (Jaafari et al., 2007) and 21 and 27%,
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respectively (El Bouzidi et al., 2013).

Chemical variability of T. satureioides has been partly
investigated by Benjilali et al. (1987a, b), who particularly
studied different samples (32 samples) from two localities
in Morocco: Western and Eastern region of High Atlas
(HA) and the Rich region. These authors have reported
two types of composition: the first is the most dominant,
with borneol which content ranged between 26 to 78%,
while the second showed important content of phenols:
carvacrol or thymol (35 to 50%). Most studies undertaken
on T. satureioides reported the presence at different
proportion, of borneol or borneol/carvacrol or phenols
(carvacrol and thymol) as shown in Table 1. Except
Benijilali et al. (19874, b), all the studies conducted have
been realized on one sample, without any indication on
the potential production of biomass.

In general, the exploitation of T. satureioides is realized
by local population in the natural growing areas of the
species. Collectors, generally women and children, start
harvesting plants from May to July. There is no data on
the available biomass nor the annual harvested
guantities. The Agoundis Valley is considered as one of
the richest region where T. satureioides is widely grown
and where it is planned to develop with local population in
a sustainable way to exploit thyme in the long term. The
aim of the present work is to characterize the chemical
composition of T. satureioides growing in this valley and
the production capacity in term of exploitable biomass.

MATERIALS AND METHODES

Plant

Aerial parts 32 samples of T. satureioides Coss. & Ball, were
collected at bloom stage on June and July, 2008, from 7 stations in
the Agoundis Valley (Figure 1). The geographic coordinates
(elevation, latitude and longitude) of each sample were recorded
using a global positioning system (GPS) receiver (Table 2).
Specimens of plants were taxonomically identified by Pr. Mohamed
lbn Tatou (Scientific Institute of Rabat, Department of Biology).
Voucher specimens from each locality were kept at the Herbarium
of National Institute of Agricultural Research (INRA, Rabat) and that
of the Scientific Institute, under the index number RAB76330. The
biomass was estimated using the method of squares. It consists of

taking from a unit of space from 2 to 16 mz, according to the visual
estimation of plant density. Moreso the plant density was high and
the surface of squares was small. The vegetative stage was noted
and the biomass was determined by direct weighing of harvested
plants from each square. A sample from each location was taken
for hydrodistillation to determine the quantitative and qualitative
extracted essential oil.

Essential oil extraction

Depending on the amount of the plant material available, the air-
dried parts of the plants were cut into small pieces and submitted to
hydro-distillation in a Clevenger-type apparatus from 2 to 3 h. The
essential oil w as then stored at +4°C in the dark until analysis. The
essential oil yields were calculated from dry matter (weight of
oil/w eight of dry plant).
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Table 1. Mains compounds (%) of T. satureioides essential oil reported in almost papers.

Sample origin Number of sample Composition (%) References
studied Borneol Camphene a-Pinene Thymol Carvacrol
Imintanout 1 31.2 274 17.5 - 0.2 Tantaoui-Elaraki et al. (1993)
High Atlas and Rich 32 13-77.6 0.1-11.2 0.15.6 0-213 0.5-495 Benjilali et al. (1987a)
PRANAROM* 1 26.4 - - 11.48 8.76 Bouhdid et al. (2006)
Asni moulay Brahim-Marrakech 1 30.03 0.58 - 0.94 35.9 Jaafari etal. (2007)
Bin Elidane-Beni-Mellal 1 51.98 0.33 - 26.81 283 Jaafari etal. (2007)
Tiznit 1 59.37 2.44 - 0.78 1.24 Jaafari etal. (2007)
Pranarom* 1 27.31 - - 13.54 2.21 Mayaud et al. (2008)
Unknown 1 295 - - - 9.1 Ichrak et al. (2011)
[dni (Haut Atlas) 1 211 8 4.6 1.2 26.5 El Bowzidi et al. (2013)
*Private International society.
Table 2. Collection data and productivities (biomass and EO yield) of T. satureioides.
Stations Locations Sample Code - GPS.data - Biomass EO (%) Bomeol Carvacrol Camphene a-Pinene a-Terpineol p.Cymene 3-Carene Linalool
Longitude Latitude  Alfitude(m) g¢/m?
1 N32°59'187" W008°09'523" 1300 - 1.24 31.2 16.5 43 2.1 5 4.2 6.4 8
1 Taghbart 30 N30°58'337" W008°07'653" 1288 487.5 0.72 - - - - - - - -
8 N30°58'724" W008°08'141" 1289 220.5 1.05 32.8 10.2 10.3 6.3 5 74 5.7 6
9 makhzen 2 N30°57'766" WO008°06'003" 1542 182.4 1.02 34.6 15.2 10.4 5.8 4.4 7.1 43 14
3 N30°57'761" W008°06'013" 1526 61.1 1.04 331 13.8 11.1 6 5 5.5 3.3 15
4 N30°57'646" WO008°06'494" 1577 49.6 1.59 30.7 11.2 12.8 6.6 6.8 44 2.7 6.5
5 N30°57'355" W008°07'004" 1766 202.1 0.65 33.5 21.2 9.1 5 3.3 43 43 5.9
6 N30°57288" W008°06'955" 1839 115.4 . 6.1 1.8 19.3 11.6 4.2 6.7 6.8 4.9
18 N30°58'798" W008°09'568" 1457 96.3 0.48 32.8 1.7 12.7 1.6 4.9 5 3.6 3.9
19 N30°58'760" WO008°09'519" 1515 50 0.98 24.3 4.2 21 12.2 4.3 1.7 3.8 3.8
3 Makhzen to Ounain 20 N30°58'730" WO008°09'470" 1549 55 0.67 31.5 10.5 13 .1 6.4 5.9 2.6 4.4
21 N30°58'576" W008°09'294" 1648 50 0.44 30.8 1.6 16.6 8.7 5.9 5.9 2.6 74
2 N30°58'347" W008°09'235" 1695 110 0.78 36.6 12.2 9.4 5.2 9.3 5.1 2.8 45
23 N30°58'292" W008°09'192" 1713 120 0.2 271 2.6 20.7 12 4.3 8 3.8 5.7
3 N30°58240" W008°09'343" 1801 25 0.9 - - - - - - - -
24 N30°58'302" W008°09'368" 1791 42.5 0.37 28.3 2.6 17 10.1 5.3 4 1.9 7

4 Wijdane 7 N30°56'389" W008°07'526" 2181 518.4 1.47 25.4 9.5 12.6 6.6 8.2 2.3 3.1 43
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Table 2. Contd.

25 N30°58'469" W008°09'437" 1742 100 0.66 29.6 46 17.6 9.7 9.5 5.4 2.9 3.9

26 N30°56'204" W008°07'517" 2162 61.3 0.7 30.1 3 19.5 10.4 9.1 4.8 1.5 6.5

2 N30°56'170" W008°07'709" 2146 37.5 0.86 24.3 34 19.7 10.7 8.1 7.1 2.9 7.6

9 N30°56'124" W008°04'827" 1718 55.6 0.97 26 7.5 15.6 8.7 4.8 7.6 5.4 46

5 Mai 10 N30°56'416" W008°03'846" 1882 20 1.67 28 15.6 7.2 4.5 3.2 6.9 10.5 5.6
ajou 11 N30°57'057" W008°56'800" 1643 144 4 0.38 30.2 7.8 14.5 8.8 8.3 4.9 3.6 46

14 N30°55'132" W008°06'744" 2013 62.5 1.47 26.9 9.6 12.31 7.02 10.6 3.4 5 6.7

12 N30°57'817" W008°05'614" 1496 - 0.85 28.7 10.7 12.2 7.4 3.9 7.3 7.6 5.9

13 N30°56'193" W00807'701" 2146 62.5 1.4 27 8.8 13.9 1.7 9.2 4.5 5 5.8

6 Tandan'lzm 32 N30°55'373" W008°06'031" 2097 125 - - - - - - - - -
15 N30°56'054" W008°07'005" 1964 250 2.29 25.3 11.8 12.7 1.5 5.6 6.4 10.1 4

16 N30°56'129" W008°06'662" 1942 225 0.9 34.5 13.4 12 6.2 7.3 4.3 37 45

17 N30°58'599" W008°05'727" 1528 125 0.81 2.7 20.7 7.2 4.1 5 7.6 - 5.8

7 Tijghicht 28 N30°58297" W008°05'895" 1485 - - 26.1 10.8 9 8.4 55 7.8 3.2 6.6
8 CADEFA* 29 - - - 36 9.9 5.4 9.9 3.5 1.8 7.6

*CADEFA: Cooperative of Agounds for Development Forestry and agriculture.

GC-MS analysis

GC-MS analysis of the essential oil was performed on a
TRACE GC ULTRA equipped with non-polar VB5 (5%
phenyl; 95% methylpolisyloxane) capillary column (30 m x
0.25 mm x 0.25 pum film thickness), directly coupled to a
mass spectrometer (Polaris Q) (El 70 eV). The temperature
of the injector and detector was set at 250 and 300°C,
respectively. The oven temperature was programmed from
60 to 200°C at 2°C/min, and then from 200 to 300°C at
20°C/min. Carrier gas w as Helium (He) with a flow rate of 1
ml/min. The components of the oil were identified by
comparison of their mass spectra with those in the Wiley-
NIST 7th edition library of mass spectral data. The
percentage composition of the oil sample was calculated
from GC-MS peak areas.

Statistical analysis

Samples 30, 31 and 32 are excluded from statistical

analysis due to the absence of the chemical analysis data.
All data were collected and statistically analysed using the
XLSTAT software package trial version in order to
determine the relationship between the different samples
of thyme using the percentage composition of their
essential oils. Euclidean distance was selected as a
measure of similarity and the Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic average (UPGMA) was used for
cluster analysis. These analyses will aim to identify groups
and possibly recognize chemotypes.

RESULTS
EO yield and vegetal matter productivity
EO vyield ranged from 0.20 to 2.29% (Table 2).

The highest yield (2.29%) was found in Thada
N’lsm region (altitude 1964 m). Lowest levels are

found in station 3, ranging from 0.2 to 1.59%
(Table 2), while high values (= 1%) have been
recorded in different locations (samples: 1, 2, 3, 4,
7, 8, 10, 13, 14 and 15). In Makhzen location, all
samples showed similar yields, ranging from 1.02
to 1.04%. In general, the essential oil yield in the
valley could be considered as 1%, except some
area (Makhzen to Ounain) (Table 3). The biomass
ranged from 20 to 518.4 g/m? of green matter.
Wijdane, Taghbart and Tnada N'lzm was the
region where the most high biomass average
values were recorded, while in the Makhzen to
Ounain and Majjou locations we obtain the lowest
yield (Table 3).

The highest awerage value was recorded in
Taghbart (354 g/m2 + 133.5). The lowest value
was noted in Majjou with an average 70.63 g/m2 +
26.3.
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Table 3. Average of essential oil yield, biomass and borneol content production by region in the Agoundis Valley.

Locations EO (%) Biomass (g/m?2) Borneol content (%)
Taghbart 1.00£0.15 354.0£133.50 31.20+0.80
Makhzen 1.03+0.01 121.75460.65 33.85+0.75
Makhzen to Ounanin 0.70+0.12 83.26+15.55 30.63+1.45
Wijdane 0.92+0.19 179.30+£113.80 27.35+1.46
Majjou 1.13+0.29 70.63+26.30 27.78+0.91
Tanda n'lzm 1.25+0.28 157.504+34.82 27.64+1.98

*Mean + Standard error of mean (stderr).

Table 4. Chemical composition of EO extracted from 29
samples of Th. satureioides growing in the Agoundis

Valley.

Compoundsa) Meanb) SDC) Mind) Maxe)
a-Thujene 1.18 0.18 093 1.54
a-Pinene 7.58 247 2.04 12.15
Camphene 1344 425434 2101
Sabinene 1.94 0.52 1.14 3.06
B-Pinene 2.46 0.14 234 261
Myrcene 1.29 0.001.29 1.29
Geraniol formate 1.19 0.21 0.83 1.62
a-Terpinene 1.37 0.19 1.18 1.63
p-Cymene 5.69 158 2.25 8.00
Limonene 1.55 0.51 1.03 3.59
3-Carene 431 226 145 1051
Linalool 5.78 128 389 791
Camphor 2.85 1.02 212 433
Borneol 29.61 4.10 22.67 37.47
Terpinen-4-ol 2.72 041188 344
a-terpineol 7.00 2.18 3.13 10.56

0.00 1.21 1.21
0.00 430 4.30
123 1.05 4381

trans-Dihydrocarvone 1.21
cis-Dihydrocarvone  4.30
Thymol methyl ether 2.41

Isobornyl formate 4.05 0.81 347 4.62
Bornyl acetate 3.15 144 123 7.09
Thymol 2.84 137 114 531
Carvacrol 9.83 5.16 1.76 21.21

124 203 7.02
0.00 144 1.44
0.00 2.22 2.22

trans-Caryophyllene  3.90
Caryophyllene oxide 1.44
a-farnesene 2.22

a) Compounds are listed in order of their elution froma VB-
5 column; b) Mean: Mean value; ¢) SD: Standard deviation;
d) Min: Low est content; e) Max: Highest content.

Chemical composition

Twenty six components representing more than 95% of
the total detected constituents were identified. The
predominant compound was borneol, ranging between

22.67 and 37.47%. Other constituents were identified
with significant amounts, such as camphene which varied
from 4.34 to 21.01%, followed by carvacrol 1.76 and
21.21%. a-Pinene ranged between 2.04 to 12.15%, a-
terpineol between 3.13 to 10.56%, 3-carene between
1.45 to 10.51% and p-cymene between 2.25 to 8%. The
average, minimal and maximal compound’s proportions
of the EOs are summarised in Table 4.

Cluster analysis of the identified components grouped
the  samples into  three main chemotypes:
borneol/carvacrol (B/Ca), borneol/camphene/carvacrol
(B/CICa), borneol/camphene/ a-pinene (B/C/P) (Figure 3).
Borneol was by far the common major compound in all
the three classes. The first class B/Ca (samples: 1, 5, 10,
12, 15 and 17) was characterized by carvacrol with a
significant content (10.43 to 21.21%). On the other hand,
camphene and a-pinene presented less significant
proportions than carvacrol, with average 8.78% for
camphene and 5.09% for a-pinene. The second group -
B/C/Ca (samples: 2, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 20,
21, 22, 28 and 29) has camphene and carvacrol as main
compounds after borneol with significant amount varying
between 9.39 to 16.21% for camphene and from 7.36 to
15.2% for carvacrol. a-Pinene in this class presented less
proportions with an average of 7.15%. The last
chemotype - B/C/P (Samples: 6, 19, 23, 24, 25, 26, and
27) was characterized by camphene and a-pinene as
major compounds after borneol: 10.28 to 21.01% and
5.35 to 12%, respectively. Carvacrol was present but in
very less amount, with average 3.86%.

DISCUSSION

The essential oil yields of the aerial parts of T.
satureioides varied from 0.20 to 2.29%. This value is
similar to that reported previously (Jamali et al., 2012; El
Bouzidi et al., 2013). Generally, in the Valley Agoundis,
yield of essential oil could be considered as 1%, except
areas (Makhzen to Ounain, Table 3) where plants are
very old due to the difficult conditions for regeneration
(more drought). There is a slight relation between the
altitude and the EO yield, as shown in Figure 2B. But
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Figure 1. Investigated stations of Th. satureioides.

Figure 1. Investigated stations of Th. satureioides.

according to the observed results in different locations,
other factors could explain the variability concerning EO
production, among which genetic variation or
environment effect (soil fertility, exposition, etc.) have an
important role. This result is in contrast with that reported
by Vokou et al. (1993), where evidence concerning the
increase of EO with altitude was demonstrated. In our
case, the valley is already situated in high altitude.

Concerning the biomass productivity, the regions
Taghbart, Wijdane and Tanda n'lzm are characterized by
favorable vegetative production (deep soils and good
exposition to the north side) while in the regions
Makhzen, Majjou and Makhzen to Ounanin, soils are
generally more shallow and frequently exposed to South
side, making the environment conditions much drier.
There is however no relation with altitude and biomass
production (Figure 2A). Other factors could explain the
important variation of biomass. Local population starts
cutting thyme from May to July, without any consideration
to the survival of the species. In most case we observed
that the plants are very old and plant regeneration from

seed is compromised, since no plants are kept in the field
to set seeds for regenerating new seed stock.

The borneol content in most samples are less dosed
than those reported in other regions of Morocco by
Benjilali et al. (1987a, b), which reached in some cases,
77.6% of borneol. The samples combining borneol and
carvacrol in balanced proportion are also interesting,
such as the sample number 5, collected in Makhzen
station, where borneol is 33.5% and carvacrol is 21.2%.
Two authors have found the co-dominance of borneol
and carvacrol (Jaafari et al., 2007) (30.03 and 35.9%)
and El Bouzidi et al. (2013) (21.1 and 26.5%),
respectively. Borneol was by far the major constituent of
all samples, indicating the absence of any chemical
polymorphism in the Agoundis Valley. The three classes
observed showed however some variation, mainly in
carvacrol, camphene and a-pinene. The dominance of
borneol in the essential oils at reasonable part (30%)
confers to T. satureioides collected from the Agoundis
Valley, a good economic value. However, local
population should take care on its use, both for medicine
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Figure 2. Variation of Th. satureioides biomass production (A) and EO yield (B) with the altitude.

use and flavouring foods, due to the presence of borneol
and camphene recognized as having harmful effects due
to exposure or consumption.

Conclusion

Local population starts cutting thyme from May to July,
without any consideration to the survival of the species. In
order to improve this situation, some recommendations
have been made to the local population organized under

the cooperative of medicinal and aromatic plant
exploitation. These recommendations include both some
good practices for T. satureioides harvesting and
sustainable way for medicinal and aromatic plant in
general. Emphasis is put on the following actions: Avoid
cutting thymus from the same place each year. That
means exploited fields should be as bi-annual rotation,
the rest area has to be respected as it is the case for
pasture grazing. This is important to give more chance to
the plants to regenerate from seeds or to increase
ramifications of old plants.
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In the exploited area, collectors should let some plants
to set seeds so the seed bank in the soil is constituted. It
is also deeply recommended to avoid cutting the very
young plants, which are having superficial roots and few
ramifications. In the rest area, it is important to install
hives of bees, to improve cross pollination and therefore
seed production. Finally, it is also recommended to
replant thyme in the degraded areas, by sowing seeds
collected from some selected plants and grown in the
nurseries during the first weeks after autumn.
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Chromatogramme d'huile essentielle de Thymus satureioides Coss.
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Chromatogramme d'huile essentielle de Nepeta atlantica Ball.
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Chromatogramme d'huile essentielle de Nepeta granatensis Boiss

Chromatogramme d'huile essentielle de Nepeta tuberosa L. ssp.
Reticulata (Desf.) Marie.
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Résumé

Afin d’enrichir et de valoriser le catalogue de la flore marocaine, nous nous
sommes fixés comme objectif, dans une premiere étude, la caractérisation
chimique de 29 huiles essentielles (HE) de Thymus satureioides Coss
(endémique du Maroc), ainsi que I'étude de sa productivité en biomasse et en
HE en fonction de l'altitude dans la vallée de I’Agoundis. Dans une seconde
étude, nous nous sommes intéressés a la variabilité de la composition de 9 HE
d’Origanum compactum Benth (endémique du Maroc et de la Péninsule
Ibérique). Concernant le troisiéme volet, nous I'avons consacré a 'analyse de
la composition chimique et I’évaluation de 'activité antibactérienne des HE du
genre Nepeta: Les résultats obtenus ont montré que:

o Pour Thymus satureioides Coss:

- Il n'existe pas de relation entre I'altitude et la production de la biomasse.

- L’altitude explique faiblement la variation du rendement en HE.

- Le composé prépondérant dans les HE est le bornéol, ce qui confére au
T. satureioides de I’ Agoundis I’appellation: chémotype a bornéol.

e Pour Origanum compactum Benth: Les constituants majeurs sont: le
carvacrol, thymol, p-cymene et y-terpinéne.

e Pour les espéces du genre Nepeta (N. atlantica Ball., N. tuberosa L., N.
cataria L. et N. granatensis Boiss): Le nepetalactone est le constituant
majoritaire des HE , ainsi le screening de l'activité antibactérienne
indique que les HE de N. atlantica, N. tuberosa, et N. cataria inhibent E.
coli et S. aureus. En outre N. atlantica (endémique du Maroc) a montré un
pouvoir antibactérien contre P. aeruginosa caractérisée par sa tolérance
aux HE.

Ces résultats permettent d’entrevoir la valorisation des HE des plantes
étudiées de point de vue production et commercialisation en vue d’utilisations
pharmaceutiques, agricoles et industrielles.
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Mots-clefs: Thymus satureioides Coss, Origanum compactum Benth, Nepeta, production en
biomasse , huiles essentielles, polymorphisme chimique, activité antibactérienne.



Résumé

Abstract

In the aim to enrich and enhance the Moroccan flora catalog, three axis of
research were conducted in our laboratory : 1) the chemical characterization of
29 Thymus satureioides Coss essentials oils (EO) (endemic of Morocco) and
evaluation of biomass and essential oil productivity depending on the altitude
in the Agoundis Valley. 2) the composition variability of 9 EO of Origanum
compactum Benth (endemic to Morocco and the Iberian Peninsula) and 3) the
analysis of chemical composition and evaluation of antibacterial activity of
essential oils of the genus Nepeta against different bacterial strains. Our results
showed that:
Regarding the third part, we devoted to the analysis of the chemical
composition and evaluation of antibacterial activity of essential oils of the
genus Nepeta
o Thymus satureioides Coss:
- There is no relationship between the altitude and the biomass
production.
- The altitude explains fairly the EO yield variation.
- The thymus is a borneol chemotype due to its main compound the
borneol.
e Origanum compactum Benth: The main compounds were: le carvacrol,
thymol, p-cymene and ¥-terpinene.
e Species of genus Nepeta (N. atlantica Ball., N. tuberosa L., N. cataria L. et
N. granatensis Boiss): Nepetalactone was the main compound of Nepeta
EO, the screening and antibacterial activity of different HE from N.
atlantica, N. tuberosa, and N. cataria inhibited the pathogenic bacteria like
E. coli and S. aureus strains. Furthermore, N. atlantica (endemic of
Morocco) showed a high reducing power activity against P. aeruginosa
which is tolerant to EO.
These results provide a glimmering development in the studied HE plants in
the point of view of the production and the marketing for pharmaceutical,

agricultural and industrial uses.
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