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INTRODUCTION




Introduction :

L'utilisation des plantes comme source de médicament a été exploitée depuis des
millénaires par ’homme, certains produits naturels d’origine végétale sont devenus des
alternatifs efficaces aux composés chimiques qui ont plusieurs effets indésirables sur la
santé (Fernnell et al., 2004).

Ainssi I'utilisation des conservateurs chimiques ajoutés largement dans de nombreux
produits alimentaires pour empécher principalement la croissance des champignons de
détérioration et des microbes pathogénes, causent des effets néfastes sur la santé humaine.
Par conséquent les consommateurs et les autorités ont accentué la pression sur les
fabricants d’aliments pour remplacer les additifs artificiels nocifs par une alternative des
substances naturelles plus efficace et non toxique (Burt, 2004).

L'utilisation des plantes pour se soigner vient essentiellement d'une prise de
conscience des malades et de leur désir profond de revenir aux produits naturels et
efficaces; possédant de nouvelles propriétés pharmacologiques dues a de nouveaux
principes actifs et avec des nombreuses activités biologiques pour traiter a la fois plusieurs
affections. Dans ce contexte, l'utilisation des composés naturels avec une activité
antimicrobienne et antioxydante démontrent un large éventail d’activités biologiques et
pharmacologiques et sont considérés comme ayant des effets bénéfiques en nutrition et
santé (Gautam et al., 2014).

Cependant cette utilisation demande une confirmation scientifique et des recherches
approfondies doivent étre menées. En Algérie, comme dans tous les pays du monde, plus de
20 000 plantes aromatiques médicinales sont utilisées en médecine traditionnelle (Meissner,
2004). Helichrysum italicum (Roth) G. Don fait partie de ces plantes aromatiques médicinales

longtemps oubliées puis redécouvertes.

Les plantes médicinales ont des propriétés curatives en raison de la présence de divers
constituants bioactifs importants (tels que les composés phénoliques, flavonoides,
alcaloides, tanins et terpénoides). Les huiles essentielles sont I'un des plus importants
produits naturels provenant de plantes pour leurs diverses propriétés biologiques a usages
médicamenteux (Elshafie et al., 2015).

Les plantes productrices des huiles essentielles ont été utilisées aussi depuis des milliers

d’années. I'exploitation de ces métabolites végétaux a commencé au XlXe



siecle, et le plus souvent suivie par la détermination de leur composition chimique et leur
activité biologique presque exempts d’effets secondaires. Les principaux avantages de
phytothérapie semblent étre leur efficacité percgue, la faible incidence d’effets indésirables
graves et a leur faible co(t (Joseph et al., 2015).
L’objectif général de ce travail est d’étudier les huiles essentielles leur composition
chimique, leurs activités biologiques, antibactériennes et antioxydantes.
- Les méthodes d’extraction des huiles essentielles.

- Les méthodes des analyses des huiles essentielles.
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Chapitre | : COMPOSITION ET CONSTITUANTS DES HUILES ESSENTIELLES

1. Les huiles essentielles :

1.1. Histoire et origine :

Les utilisations des substances odorantes des plantes sont connues depuis I'Antiquité. Les
premiers textes relatant ['utilisation d'huiles fines et de parfums sont
des papyrus hiéroglyphes égyptiens datant de plus de 2 800 ans. Le papyrus Ebers en Egypte ainsi
que les récits d'Hérodote, de Pline et des médecins Dioscoride et Galien montrent que les
Egyptiens utilisaient les huiles extraites des plantes, les parfums et les essences de
plusieurs plantes aromatiques, auxquels ils recouraient pour la pharmacologie et
I'embaumement. Ils connaissaient trois méthodes pour extraire les huiles essentielles,

la macération, I'enfleurage et une forme archaique de distillation.

Les civilisations chinoises et indiennes employaient également les huiles essentielles pour
les soins thérapeutiques et cosmétiques: l'empereur Chen Ning rédigea un traité de
phytothérapie, et l'on sait qu'en Inde, la médecine ayurvédique et les livres sacrés
des Védas connaissaient plus de sept cents épices (basilic, cannelle, nard, myrrhe, santal, entre

autres) et on utilisait les parfums a des fins liturgiques et thérapeutiques.

Plus généralement la phytothérapie, I'utilisation de substances issues des plantes dans la
médecine, est connue de toutes les civilisations. La naissance de |'aromathérapie moderne est

due au chimiste René Maurice Gattefossé, dans les années 1920.

1.2. Définition et localisation

L'huile essentielle est définit selon la norme AFNOR NF T 75-006 comme «un produit
obtenu a partir d’'une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par hydrodistillation» (AFNOR, 1980). Des procédés physiques sont utilisés pour séparer et
récupérer I'huile essentielle de la phase aqueuse aprés hydrodistillation, par exemple la
décantation en utilisant un solvant plus volatil que I'eau (éther diéthylique, pentane). Les huiles
essentielles sont des liquides huileux volatiles, aromatiques, concentrés et hydrophobes qui
proviennent de diverses parties de plantes comme les fleurs, bourgeons, graines, feuilles,
branches, écorce, bois, fruits et racines. Les huiles essentielles sont généralement des
terpénoides, responsable de I'arbme et de la saveur associés avec des herbes, des épices et des
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parfums, aussi appelées huiles volatiles car ils se répandent facilement dans I'air (Sumonrat et
al., 2008).

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux, elles peuvent étre stockées dans
tous les organes des plantes aromatiques (i) Fleurs : oranger, rose, lavande, bouton floral
(girofle) ; (ii) Feuilles : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge ; (iii) Fruits :
fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;(iv) Tiges : citronnelles, (v) Rhyzomes et racines : gingembre,
vétiver, iris ; (vi) Graines : noix de muscade, coriandre ; (vii) Bois et écorces : cannelle, santal, bois

de rose (Leon, 2005 ; Teixeira et al., 2013).

La synthése et I'accumulation des huiles essentielles se font généralement au niveau des
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante (Brunechon,
1987). Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans, des cellules a huiles essentielles
(Lauraceae ou Zingiberaceae), des poils sécréteurs (Lamiaceae), des poches sécrétrices
(Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae) (Bruneton,

1999).

Elles peuvent aussi étre transportées dans I'espace intracellulaire lorsque les poches a
essences sont localisées dans les tissus internes. Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile
essentielle sont entourées de membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylé
hautement polymérisés, associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractere
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 (Teuscher

et al., 2005).
1.3. Classification :

Les huiles essentielles (HE) sont classées usuellement selon la nature chimique des principes
actifs majeurs, plus rarement sur le mode d'extraction, ou les effets biologiques On retient huit
classes principales (les carbures sesquiterpéniques et terpéniques, les alcools, les esters et
alcools, les aldéhydes, les cétones, les phénols, les éthers et les peroxydes), avec les composants

importants suivants :



. huiles essentielles riches en carbures terpéniques et sesquiterpéniques (HE
de térébenthine (alpha-pinéne, camphéne), HE de genévrier (alpha-pinéne,
camphéne, cadinéne), HE de citron (limonéne)) ;

. huiles essentielles riches en alcools (HE de coriandre (/inalol), HE de bois de rose (linalol),
HE de rose (géraniol)) ;

. huiles essentielles mélanges d'esterset d'alcools (HE de lavande (linalol, acétate de
linalyle), HE de menthe (menthol, acétate de menthyle)) ;

. huiles essentielles riches en aldéhydes (HE de cannelle (aldéhyde cinnamique), HE
de citronnelle (citral et citrannal), HE d'eucalyptus citriodora (citronellal)) ;

. huiles essentielles riches en cétones (HE de carvi (carvone), HE de sauge (thuyone), HE
de thuya (thuyone), HE de camphrier (camphre) ;

. huiles essentielles riches en phénols (HE de thym (thymol), HE de sarriette (carvacrol), HE
d'origan (thymol et carvacrol), HE de girofle (eugénol)) ;

. huiles essentielles riches en éthers (HE d'anis vert, de badiane chinoise (anéthol), HE
de fenouil (anéthol), HE d'eucalyptus globulus (eucalyptol), HE de cajeput (eucalyptol), HE
de niaouli) ;

. huiles essentielles riches en peroxydes (HE de chénopode (ascaridol), HE d'Eucalyptus
Globulus (Eucalyptol)) ;

. huiles essentielles sulfurées (HE d'ail (Diallyl Disulfide et Trisulfide), HE de cruciféres et

de liliacées).

La plupart des huiles essentielles sont constituées dans leur grande majorité d'un mélange
assez complexe de monoterpénes, de sesquiterpénes, d'alcools, d'esters, d'aldéhydes,
d'oxydes, etc. Il y a quelques exceptions : huile essentielle de gaulthérie couchée composée a

plus de 99,5 % de salicylate de méthyle (un ester aromatique). ( Jean-Pierre Willem, 2002).
1.4. Composition :

Une huile essentielle est un melange plus ou moins complexe de composés chimiques,
généralement liquides a la température ambiante (30 a 40° C). 11 a été démontré que les huiles
essentielles sont constituées principalement de quatre grands groupes de composes:

- les terpénoldes (mono et sesquiterpenes principalement) ;
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- les deriveés benzéniques;
- les hydrocarbures aliphatiques et,
-les composés non spécifiques pouvant contenir dans leurs structures des atomes d'azote ou de

soufre.
1.4.1. Les composés volatils des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés différents (Sell, 2006). Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la
grande majorité a la famille des terpénes. Seuls les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux
dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, y sont rencontrés soit les monoterpenes
(myrcéne, P-pinéne, y-terpinéne, etc.) et les sesquiterpénes (P-caryophylléne, a-humuléne, P-
bisaboléne, etc.).

Rappelons ici que les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités «
isopréniques » (CSHs), soit deux unités pour les monoterpénes (CioHis) et trois pour les
sesquiterpenes (CisH24). Exceptionnellement, quelques diterpénes (C20H32) peuvent se retrouver
dans les huiles essentielles (Vila et al., 2002). Plusieurs milliers de composés appa..rtenant a la
famille des terpénes ont, a ce jour, été identifiés dans les huiles essentielles (Modzelewska et al.,
2005).

La réactivité des cations intermédiaires obtenus lors du processus biosynthétique des
mono- et sesquiterpénes explique I'existence d'un grand nombre de molécules dérivées
fonctionnalisées telles que des alcools (géraniol, a-bisabolol), des cétones (menthone, p-
vétivone), des aldéhydes (citronellal, sinensal), des esters (acétate d'ot-terpinyle, acétate de
cédryle), des phénols (thymol), etc.

Une autre classe de composés volatils fréguemment rencontrés est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropan (Kurkin, 2003). Cette classe comporte des composés
odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'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, I'estragon, etc.

(Bruneton, 1999).



————————————————————————
Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation,

de terpénes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent de I'auto-
oxydation des carotéenes) et d'acides gras (les petites molécules odorantes, comme par
exemple le (3Z)-hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et ot-

linolénique) (Bruneton, 1999).

1.4.2. Chémotypes:

Au sein d'une méme espéce de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents. L'exemple le plus
marquant est celui de I'espece sauvage Thymus vulgaris présente dans le sud de la France. Il
existe en effet six chémotypes différents pour cette seule espéce. Ces différences sont au
niveau de lanature du monoterpéne majoritaire de I'huile essentielle qui peut étre soit le
géraniol, I'ex- terpinéol, le thuyanol-4, le finalool, le carvacrol ou le thymol (Thompson et al.,
2003).

Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres espéces: Origanum vulgare
(Mockute et al.,, 2001), Mentha spicata (Edris et al., 2003) en sont des exemples. Il est
important de noter que des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront non
seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables. Ainsi, la
méconnaissance des chémotypes peut parfois étre a I'origine d'accidents graves.

L'absinthisme (intoxication a I'absinthe) en est un exemple frappant: Y Artemisia
absinthium qui était récolté dans la région parisienne dans le but de confectionner le fameux
apéritif contenait I'a-thujone, molécule fortement neurotoxique, comme composé majoritaire
a 45%, alors que celle présente dans les régions alpines (d'ou, d'ailleurs, la boisson est
originaire) ne présentait qu'un taux de 3% en a-thujone. L'alcool préparé avec cette derniére

était sans danger pour l'organisme (Franchomme et al., 1990).

1.5. Les facteurs influengant la composition :

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 composition
du sol sont autant de facteurs d'ordre environnemental susceptibles d'exercer des

modifications chimiques. Chez la Mentha piperita par exemple, les nuits froides favorisent la



formation dementhol alors que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne
(Bruneton, 1999).

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). L'heure
de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment dans |'année sont en effet des facteurs
importants. A titre d'exemple, il a été démontré que, la composition de I'huile essentielle de
feuilles a'Ocimum gratissimum, varie considérablement en fonction de I'heure de !a récolte
(Vasconcelos et al., 1999).

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en
huile essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus importante en huile essentielle
lorsque la température est élevée (Bruneton, 1999). Les fleurs de Chrysanthemum coronarium
sont plus riches en huile essentielle sous I'effet de fertilisants (Alvarez-Castellanos étal., 2003).
1.6. La variabilité de la composition chimique:

Les compositions chimiques de nombreuses huiles essentielles ont été décrites. Elles
varient en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les
organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al., 2002).

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en
phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM). La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut également étre utilisée pour
identifier les constituants des huiles essentielles (Tomi et al., 1995).

Au sein d’une méme espece la composition chimique de I'huile essentielle peut étre
différente : on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’'un polymorphisme
chimique : une espéce peut étre homogéne au niveau de son caryotype et produire des huiles
essentielles de compositions différentes.

Le cas de Chromoleana odorata qui présente divers chemotypes, on peut citer ceux de la
Cote d’lvoire (pineéne, géijérene et prégéijérene) (Bedi et al, 2001), du Benin (pinéne,
prégéijéréne, géijérene, pinéne et germacrene-D) (Avlessi et al.,, 2012) de la Chine
caryophylléne, -cadinene, [J-copaéne et oxyde de caryophylléne) et du Cameroun (pinéne 10 p-
cymene). On peut aussi citer Ageratum conyzoides qui présente trois chemotypes : un
chémotype a précocéne |, un chémotype a précocéne | et précocéne Il, un chémotype a
précocene Il et a 6- méthoxyagératochroméne (Nébié et al., 2004). Kouamé en 2012 a

démontré que le rendement en huile essentielle de Chromoleana odorata differe avec la
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période et la zone de récolte. Il a également observé un seul et méme chemotype sur
I’ensemble des 5 sites.

Ce chémotype est dominé par les sesquiterpénes germacrene-D (15,3- 20,0%), géijérene
(14,1-16,9%), prégéijérene (10,7-1B,y%) et U-caryophyllene (7,5-9,7%) et le monoterpene a-

pinéne (7,6-10,3%) et identique a celui décrit dans la littérature (Bedi, 2001).

1.7. Les constituants des huiles essentielles (la biosynthése):

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes en fonction de
leur voie de biosynthese : les terpénoides et les phénylpropanoides (Buchanan et al., 2000).

La classe des terpénoides est la plus variée au niveau structural. Les terpénoides, dont 25
000 sont connus comme métabolites secondaires, dérivent du précurseur isoprénique a cing
carbones, 1’isopenténylpyrophosphate.

Les plus petits terpénoides sont les hémiterpénoides (Cs), qui sont formés d’une seule unité
isoprénique. Les autres molécules, appartenant a cette classe, résultent de la condensation de
plusieurs isoprenes. Ainsi, les monoterpénoides (C1o) sont constitués de deux unités isopreniques
alors que les sesqui-terpénoides (Cis) sont formés par 1’association de trois isoprenes.

Les mono et les sesquiterpénoides sont les plus représentés dans les huiles essentielles. Les
phénylpropanoides, ou composés phénoliques, sont biosynthétisés a partir des acides aminés
aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. lls sont généralement caractérisés par la
présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.

Les terpénoides et les phénylpropanoides conferent aux huiles essentielles leurs propriétés
antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractere lipophile de leur
squelette hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les
molécules oxygénees sont géneralement plus actives que les molécules hydrocarbonées. Une
liste, visant a classer les constituants des huiles essentielles en fonction de 1’intensité de leur
activité, a d’ailleurs été établie (Kalemba, 2003).

Les composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et 1’eugénol, sont, du fait du
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caractere acide de leur substituant hydroxyle, les plus actifs. Aussi, il n’est pas étonnant de
constater que les huiles essentielles riches en phénols, comme les huiles de thym, de
Corydothymus capitatus et de Syzygium aromaticum, démontrent les plus hautes activités
antibactériennes.

Les composes carbonylés, appartenant aux familles chimiques des aldéhydes et des cétones
sont également décrits comme tres actifs. Le cinnamaldéhyde, principal constituant de 1’huile
essentielle, et la caravone, qui entre dans la composition de I’huile de menthe poivrée, font partie
de ce groupe.

De nombreuses huiles essentielles présentent une forte teneur en alcools. L’huile de
Melaleuca alternifolia riche en a-terpinéol et en terpinene-4-ol , celle de Pelargonium aspermum,
est constituée essentiellement de citronellol et de géraniol. Ou encore celle de Lavandula
angustifolia dominée par le linalol.

Les alcools sont légérement moins actifs que les composés phénoliques et carbonylés. Leur
activité antibactérienne est toute fois plus élevée que celle générée par les éthers, comme le 1,8
cinéole ou I’anéthole, et les molécules hydrocarbonées.

La structure chimique des constituants des huiles essentielles influence directement leur
activité. Une étude menee par Ultee et al. en 2002, a mis en évidence I’importance du noyau
benzénique, en démontrant le manque d’activité du menthol comparée a celle du carvacrol.

Le role fondamental du groupement hydroxyle dans 1’action des phénols a également été
confirmé (Dorman, 2000 ; Ultee et al., 2002) et sa position relative sur le noyau benzenique
influence peu le degré d’activité. Ainsi, le thymol et le carvacrol, qui ne différent que par la
position ortho/méta du substituant hydroxyle, présentent une activité comparable sur des souches
de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Lambert et al., 2001 ;
Ultee et al., 2002). D’autres groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent a

accroitre ’activité des molécules antibactériennes.
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L’acétate de géranyle est plus actif que le géraniol, contre grand nombre de bactéries Gram
a positif et & Gram négatif. La nature des groupements alkyles. Ainsi, le limonene, qui est
substitué par un groupement isopropylene en position 4, présente une plus haute activité que son
homologue le p-cyméne, substitué par un groupement isopropyle (Dorman, 2000).

Les interactions entre les constituants des huiles essentielles peuvent également affecter
leur activité. Par exemple, ’efficacité¢ des huiles essentielles de Thymus wvulgaris contre
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa est due a la synergie entre les principaux
constituants : le carvacrol et le thymol (Lambert et al., 2001). Une autre interaction synergique a
été mise en évidence entre le carvacrol et son précurseur, le p-cyméne sur Bacillus cereus. Le p-
cymeéne semblerait faciliter la pénétration intracellulaire du carvacrol en potentialisant ainsi son
action (Ultee et al., 2002).

Des effets antagonistes, conduisant a une réduction de [’activité antibactérienne, ont
également été signalés. lls se produisent généralement entre molécules actives et les composés
non oxygeénes, qui réduisent leur solubilité et donc leur efficacité. Par exemple, la solubilité du

terpinene-4-ol est réduite par le terpinéne (Cox et al., 2001).

12



——— - e

orPP oPpP
MZ.
LDP
e — B

a-Terpinyl cation Bornyl diphosphate

/ Hzo\«

H

Limonene a-Terpineol 1,8-Cineocle

Figure 1 : la biosythese des huiles essentilles

1.8. Structure de quelques constituants des huiles essentielles :

La plupart des constituants des huiles essentielles sont des terpénes. La particularité la plus
marquante des terpenes est la présence dans leur structure, du squelette carboné de l'isopentane
ou 2- méthylbutane, qui constitue I'unité fondamentale. Ce fuit a été remarqué pour la premiére
fois, en 1887 par WALLACH 14, qui I'énonca sous forme de regle isoprénique.

D'aprés cette regle, les composants des huiles essentielles sont synthétisés au sein de la
plante par I'enchainement "téte a queue” de 2 a 3 motifs isopréniques, unité a cing atomes de
carbone.

Ceci permet d'établir une classification formelle fondée sur le nombre d'unités isopréniques
constitutives. Le classement des terpénes en fonction du nombre d'unités isopréniques, revient a
un classement d'aprés le nombre d'atomes de carbone qu'ils renferment. Ainsi, les monoterpénes
sont constitués de 10 atomes de carbone (ou deux unités isopréniques), les sesquiterpénes de 15

atomes de carbone (ou trois unités isopréniques), les diterpenes de vingt atomes de carbone (ou
13



quatre unités isopréniques), les triterpenes de trente atomes de carbone (ou 6 unités
isopréniques), les tétraterpénes de quarante atomes de carbone (ou 8 unités isopréniques), etc.
Rappelons que selon I'encyclopédie des terpénoides de GLASBY, les di, tri, tétra et
polyterpenes, qui ne sont pas des principes volatils, ne sont pas des constituants des huiles
essentielles.

Les terpénes peuvent aussi étre classés en fonction du nombre de cycles contenus dans leurs
structures. On peut distinguer ainsi, les terpenes acycliques, monocycliques, bicycliques, tri
cycliques, etc. L'observation attentive de ces composés, montre une ressemblance structurale
entre certains monoterpénes et certains sesquiterpenes, comme par exemple l'a-pinéne et l'a-

bergamoténe, le linalol et le nérolidol, I'a-terpinéol et J'a-bisabolol.

OH

A OH

OH

Eugénol Carvacrol Thymol

Figure 2 : les composés phénols
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Figure 5 : les composés monoterpénols

2. Role d’une huile essentielle dans la plante :

La fonction biologique des huiles essentielles dans la plante est trés mal connue et fait

encore J'objet d'une controverse. En tant que produits du métabolisme secondaire de la plante,

les huiles essentielles, tout comme les di, tri et tétraterpénes sont considérés, comme des

substances n'ayant aucun réle dans les aspects fondamentaux du développement de la plante.

Par contre, le réle de certains mono et sesquiterpenes a été expérimentalement établi aussi

bien dans le domaine des interactions végétal-végétal, que dans celui des interactions végétal-

animal.

Dans le domaine des interactions végétal-végétal par exemple, les propriétés fongicides et

herbicides des monoterpenes ont été rapportées par EVENARI et FISCHER et celles des

hydrocarbures sesquiterpéniques par SPENCER et al.
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Dans le domaine des interactions végétal-animal, les travaux de STIP ANOVIC et al. ont
montré que les terpénoides jouent un réle dans la résistance des plantes aux insectes. On leur
attribue aussi des propriétés antiappétantes, bien que certains soient des attractifs.

Parmi les mono terpénes, les propriétés insecticides et antimicrobiennes de I'a-pinéne sont
bien connues. La volatilité des huiles essentielles assure leur transport et leur activité a faible
concentration, ceci d'autant mieux que la diversité structurale de leurs constituants autorise
I'influence sélective d'un organisme a plus ou moins grande distance de la source et élimine toute
turme de résistance.

Une mise au point récente de CROTEAU, attribue aux huiles essentielles un réle de
mobilisateur d'énergie lumineuse et de régulateur, au profit de la plante.

Les interactions écologiques sus-mentionnées sont gérées, soit par des terpénes individuels
ou par un melange simple de terpénes, soit par une classe de constituants. C'est ainsi que, par
I'intermédiaire de leurs constituants riches en doubles liaisons conjuguées, les huiles essentielles
absorbent de la lumiére et de la chaleur au cours de leur évaporation, régulant ainsi la

transpiration de la plante, en limitant la quantité de chaleur qui atteint les tissus végétaux.

3. Domaine d’utilisation des huiles essentielle :

Le champ d'application des huiles essentielles est vaste, mais quatre principaux secteurs de

leur utilisation a une échelle industrielle peuvent étre retenus :
- le secteur de l'industrie alimentaire ;

- le secteur de l'industrie des parfums et cosmétiques;

- le secteur de l'industrie pharmaceutique;

- et le secteur de l'industrie chimique.

Dans l'alimentation, les huiles essentielles sont utilisées comme aromates ou épices. C'est
le cas des essences de girofle, de gingembre, de vanille, de basilic, etc. Les huiles essentielles de
différentes especes du genre Citrus sont utilisées dans la confiserie, les sirops et les

biscuiteries.
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L'industrie de la parfumerie et de la cosmétologie est le principal débouché des huiles
essentielles totales ou de certains de leurs constituants purs. C'est le cas des essences de rose,
d'ylang-ylang, de lavande, de vétiver, de jasmin, de patchouli, etc., qui entrent dans la

composition des parfums rares.

La médecine et l'industrie pharmaceutique utilisent les huiles essentielles en raison de leurs
diverses propriétés: bactériostatiques, bactéricides, vermicides, fongicides, antiseptiques,

insecticides, etc.

L'industrie chimique extrait de certaines huiles essentielles des matieres premiéres (isolats)
gu'elle transforme en produits chimiques plus élaborés ou directement utilisables pour la
synthése de principes médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes etc. C'est le cas
par exemple de l'essence de pin, riche en a-pinéne, qui, en plus de son utilisation comme

solvant, entre dans la synthése du camphre (agent plastifiant).
4. Cadre réglementaire :

Le cadre réglementaire qui régule la vente d'huiles essentielles dépend de I'utilisation
prévue, et demande de distinguer rigoureusement |'usage qui en est fait : usage thérapeutique
dans un médicament, usage dans un complément alimentaire, usage dans un dispositif médical
ou encore usage dans un cosmétique. Ainsi, des huiles a destination cosmétique ou de
parfumerie ne sont pas soumises aux contréles sanitaires propres aux produits de

consommation, et a fortiori aux médicaments.

Une huile achetée en parfumerie ou dans un magasin de cosmétique ne doit donc en aucun
cas étre utilisée en cuisine ou en auto-médication, car son dosage et ses effets peuvent étre

dangereux dans cet usage détourné.

En France, certaines entreprises contrevenantes ont fait I'objet de poursuites de la part de
I'Agence nationale de sécurité du médicament, notamment pour avoir fait la promotion de
I’huile de karanja comme filtre solaire alors que ce produit est un simple parfum et ne bloque

aucun rayonnement UV.

Ainsi, le millepertuis, le ginkgo ou le pamplemousse peuvent provoquer une diminution ou
une augmentation de [l'effet thérapeutique d’autres médicaments par interaction

médicamenteuse. De méme, I'absinthe ou le thuya peuvent étre toxiques pour le systeme
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nerveux, c’est pourquoi en France certaines huiles essentielles ne peuvent étre délivrées que

par un pharmacien.

Seul un petit nombre de ces usages sont soutenus par des données scientifiques fiables, et
les vendeurs prétent facilement a leurs produits toutes sortes de propriétés imaginaires. |l
s'agit pour certains d'une pseudo-médecine n'ayant pas fait les preuves de son efficacité. La
principale efficacité clinique reconnue de certaines huiles essentielle est une activité

antibactérienne (beaucoup moins forte que celle des antibiotiques et antiseptiques modernes).

Certaines ont également un effet répulsif sur les animaux, en particulier les insectes. Selon
I'EHESP, « les huiles essentielles présentent des propriétés intéressantes qui pourraient étre
utilisées dans la vie courante, sous réserve d'études supplémentaires. Les données concernant
une application a I'hnomme restent ponctuelles, il serait donc intéressant de pousser les

recherches dans ce sens.
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Chapitre Il Activités biologiques et antimicrobienne des huiles essentielles

1. Activités biologiques des huiles essentielles :

Le role physiologique des huiles pour le role végétal est encore inconnu. Cependant, la
diversit¢ moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des rdles et propriétés
biologiques. Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles de Protium
strumosum, Protium lewellyni, Protium grandifolium (Siani et al, 1999).

Plus récemment, des études ont montré que les huiles essentielles de Chromoleana odorata
et de Mikania cordata, donnaient des tests d'inhibition positifs sur la lipoxygénase L-1 de soja,
modele de la lipoxygénase humaine (5-LO) impliquée dans les processus de l'inflammation
(Bedi et al., 2004).

Ensuite, dans une autre étude, il a été montré que celles de Chromoleana odorata
présentaient des actions positives sur la fonction Cyclooxygénase de la Prostaglandine H-
synthétase (Bedi et al, 2010).

Enfin, les mémes auteurs ont montré que les huiles essentielles de Cymbopogon giganteus,
Ocimum gratissimum, Eucalyptus citriodora avaient des activités inhibitrices sur la
cyclooxygénase (Bedi et al, 2003).

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de thym, de
citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia (Burt, 2004) ont été décrites. L’efficacité des
huiles extraites des achillées, Achillea fragrantissima (Barel et al., 1991), A. terefolia (Unlu et
al., 2002) et A. milefolium (Candan et al., 2003), contre la levure pathogéne Candida albicans, a
également et mis en évidence.

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans le
traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle isolée des graines de Nigella
sativa L., démontre une activité cytotoxique in vitro contre différents lignées tumorales.

In vivo, elle limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort des souris
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ayant développé la tumeur P815 (Mbarek et al., 2007).

L’huile essenticlle de Melissa officinalis s’est, quant a elle, révélée efficace contre des
cellules de lignées cancéreuses humaines, incluant des cellules leucémiques HL-60 et K562 (De
Sousa et al, 2004).

D’autres applications médicales ont fait 1’objet d’¢tudes. Les travaux réalisés par Oussou
(2009), ont prouvé la capacité de I’huile essentielle d’Ocimum canum a limiter la formation
d’ulceres gastriques induits par 1’éthanol. Ceux de Monti et al., (2002) ont montré que les huiles
essentielles facilitent la pénétration transdermique de substances médicamenteuses lipophiles,
comme |’cestradiol.

Des travaux tentent également d’analyser les effets des huiles essentielles sur le
comportement (Umezu, 1999) ou d’évaluer la possibilité de les utiliser dans la lutte contre

I’addiction de certaines drogues, comme la nicotine (Zaho et al, 2005).

2. Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

Depuis I’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été utilisés dans différentes
formulations, comme les médicaments et la parfumerie (Heath, 1981). Les huiles essentielles ont
été considéré comme agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces plantes.

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues.
Toutefois, la premiére mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été realisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies
comme antibactériennes (Burt, 2004).

Leur spectre d’action est tres étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries,
y compris celles qui développement des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par
ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre (Kalemba,
2003 ; Oussou, 2009 ; Avlessi, 2012).

Elles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques (Oussou et al., 2009). Leur activité
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antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la
nature de leurs composeés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006 ; Oussou, 2009).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a
Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action et
ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).

Il existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram a Gram négatif comme
Aeromonas hydrophila (Wan et al., 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont
¢été décrites comme particuliérement sensibles a 1’action des huiles essentielles. La bactérie
reconnue comme la moins sensible a leur effet reste néanmoins les bactéries a Gram négatif
comme Pseudomonas aeruginosa (Dorman, 2000).

En fait, cette bactérie possede une résistance intrinseque aux agents biocides, en relation
avec la nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de lipopolysaccharides qui
forment une barriére imperméable aux composés hydrophobes.

En présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des substances inactives
contre Pseudomonas aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000). Il semble que cette
souche se révele résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles (Hammer et al., 1999 ;
Deans et Ritchie, 1989).

La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre
inhibée par certaines huiles essentielles. Oussou en 2009 a étudié les propriétés antibactériennes
de quelques huiles essentielles issues de la pharmacopée traditionnelle Ivoirienne, Ocimum
gratissimum, O. cimumcanum, Xylopia aethiopica, Citrus aurantifolia, Lippia multiflora, et
Monanthotaxis capea.

Les huiles essentielles de ces plantes se sont révélées efficaces contre les bactéries multi
résistantes notamment les E. coli résistants aux céphalosporines de 3éme génération (C3GR), E.

coli productrice de betalactamases a spectre élargi (BLSE) et staphylocoques dorés résistants a la
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méticilline (SARM).
2.1. Facteurs déterminants le degré d’activité des huiles essentielles :

Plusieurs facteurs influencent la détermination de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antimicrobienne, le
type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de
microorganisme ciblés et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles.

2.1.1. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne :

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles. Les techniques utilisées ont une grande influence sur les résultats. Ces méthodes
utilisées donnent parfois des résultats différents selon les conditions opératoires expérimentales
pour chaque manipulateur (Surk, 2003).

L’insolubilité des huiles essentielles dans I’eau et d’une maniére générale dans les milieux
aqueux largement utilisés en microbiologie, est une des explications de la variété des techniques
d’évaluation. Selon la souche microbienne, 1’huile essentielle et ’application choisie, divers
milieux de culture peuvent étre mis en ceuvre.
2.1.1.1. Methode de diffusion en milieu solide :

Cette méthode est aussi appelée méthode de I’aromatogramme, ou technique de
I’antibioaromatogramme ou encore méthode de Vincent (Pibri, 2006). La diffusion de 1’agent
antimicrobien dans le milieu ensemencé résulte d’un gradient de 1’antimicrobien.

Quand la concentration de ’antimicrobien devient trés diluée, il ne peut plus inhiber la
croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diamétre de cette zone
d’inhibition est corrélée avec la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la combinaison
particuliére bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de

P’essai.

24



Généralement, plus la zone d’inhibition est petite, plus la concentration d’antimicrobien
nécessaire pour inhiber la croissance des microorganismes est faible.
2.1.1.2. Méthode de dilution en milieu liquide :

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la concentration
la plus faible de I’antimicrobien testé¢ qui inhibe la croissance de la bactérie testée (la CMI,
habituellement exprimée en mg/mL ou mg/L).
2.1.1.3. Dilution en bouillon :

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a une
concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations
variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide.

La méthode de dilution en bouillon peut étre effectuée dans des tubes contenant un volume
minimum de 2 mL (macrodilution) ou dans de plus petits volumes a 1’aide de plaques de
microtitration (microdilution).
2.1.1.4. Dilution en gélose :

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu
gélosé a des concentrations variables, en général une dilution en série de  en P, suivie de
I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite.

2.2. Activité liée a la composition chimique :

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre les composants. Ainsi, la
nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs proportions jouent un réle
déterminant.

L’activit¢ d’une huile essentielle est souvent réduite a 1’activité de ses composés

majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de composés
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synthétiques, ils confirment ou infirment D’activit¢ de I’huile essentielle de composition
semblable.

Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent de maniére synergique. De
cette manicre, la valeur d’une huile essentielle tient a son « totum », c’est a dire dans 1’intégralité
de ses composants et non seulement a ses composes majoritaires (Lahlou, 2004). Il est connu
que ce sont les terpénoides et les phénylpropanoides qui conférent aux huiles essentielles leurs
propriétés antibactériennes.

L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractére lipophile de leur squelette
hydrocarbonée et du caractére hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les molécules

oxygenées sont généralement plus actives que les hydrocarbonées.
2.3. Le type des microorganismes cibles :

Un autre parametre important déterminant 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles
est le type des microorganismes ciblés. En général, les différents microorganismes n’ont pas une
sensibilité similaire vis a vis des huiles essentielles. Parmi les microorganismes, Bacillus subtilis
et Staphylococcus aureus (Gram positif), Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram 16
négatif), Candida albicans (Levures) et Aspergillus niger (champignons) ont été les plus étudiés.

Les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport aux bactéries
et parmi les bactéries, les Gram négatif apparaissent plus résistants que les Gram positif vis-a-vis
des huiles essentielles (Cox et al., 2000; Amaral et al., 1998).

Inversement, Escherichia coli est plus sensible vis a vis de I’huile de Melaleuca alternifolia
que Staphylococcus aureus (Hayes et al., 1997). De méme, certains champignons sont plus
résistants vis-a-vis de I’huile de genévrier que les bactéries (Chao et al., 2000).

Enfin, une sensibilité supérieure des bactéries anaérobies a été observée quel que soit les
huiles essentielles par rapport a celles vivant en aérobiose (Amaral et al.,1998; Juven et al.,

1994).
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2.4. Mode d’action des huiles essentielles :

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il
est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

De facon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles essentielles
sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la
force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules
(Davidson, 1997).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet
de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.
Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une perturbation chémo-
osmotique et une fuite d’ions (K+ ): ce mécanisme a été observé avec I’huile de Melaleuca
alternifolia sur les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram a négatif
(Escherichia coli) et levure (Candida albicans) in vitro (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002).

Certains composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interferant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP (Knobloch et al., 1989; Sikkema et al., 1995).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a aussi
été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la
synthese de ’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides.

Le mode d’action des huiles essentielles dépend aussi du type de microorganismes: en

général, les bactéries Gram a négatif sont plus résistantes que les Gram a positif grace a la
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structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram a négatif est plus
riche en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux de Gram négatif qui la rend plus
hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer.

Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaires comme le thymol et
le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides
membranaires grace a leurs groupements fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure

plus vulnérable (Dorman, 2000).

3. Activité antioxydante des huiles essentielles :

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété¢ d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance).

La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress
oxydant, dues a I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés contrdle, la
production de radicaux dérivés de 1’oxygéne (Walker et al., 1982).

3.1. Différents types de radicaux libres :

Un radical libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou, un pouvoir oxydant
fort. 1l se différencie par la présence d’un €lectron non apparié sur la couche électronique la plus
externe (Andreé., 1998).

Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de
ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : 1’anion superoxyde (O2."-), le radical hydroxyle (.OH), le monoxyde d'azote
(NO .), le radical peroxyde (ROO .) et le radical alkoxyle (RO .).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que 1’oxygéne singulet 102, le

peroxyde d’hydrogéne (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces
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radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).
3.2. Origine et production des especes réactives oxygénées :

La chaine respiratoire est une source permanente de production des ROS. Selon certains
auteurs, environ 1 a 4 % de I’oxygéne utilisé par la mitochondrie sont incomplétement réduit et
produisent des anions superoxyde, de ’eau oxygénée et éventuellement des radicaux hydroxyles
(Favier, 2003).

L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement via les cellules phagocytaires. L’activation de ces cellules immunitaires par des
stimuli exogeéne ou endogéne s’accompagne d’une accélération de leur consommation d’oxygene
avec activation d’une enzyme membranaire, la NADPH oxydase qui catalyse la réduction de cet
oxygene en anion superoxyde (O2°-). Ce dernier donne le (H202) par dismutation. Le O2°- et
H20:2 participent a la libération d’hypochlorite sous I’influence d’une enzyme leucocytaire, la
myeéloperoxydase (Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; De Moffarts et al., 2005).

A coté de ces sources majeures des ROS, d’autres sources existent. Les sources
cytosoliques, constituées essentiellement de peroxysome qui constitue une source importante de
la production cellulaire de H20z, la xanthine oxydase qui produit de 1’02 et H202 et les enzymes
de réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les
xénobiotiques) (Massion et al., 2002).

A cela, s’ajoute d’autres facteurs qui peuvent contribuer dans la formation des radicaux
libres. On peut citer entre autres, les rayonnements UV capables de génerer des anions
superoxyde ou de I’oxygene singulet, les rayons X ou Yy sont aussi capables de couper la
molécule d’eau en deux radicaux par I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants (Tamer, 2003)
les poussiéres d’amiante et de silice sont des sources des ROS (Favier, 2003).

Les fumées de combustion (cigarettes), la consommation de 1’alcool et 1’effort physique

intense sont aussi des parametres a ne pas écarter.
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Des infections bactériennes ou virales provoquent, elles aussi selon Aurousseau (2002), des
phénomeénes radicalaires a caractére exponentiel aprés augmentation de la population des
macrophages impliqués dans leur élimination.

3.3. Dommages oxydatifs des radicaux libres :

Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque 1’intensité
de ces phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles.

La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression appelée « stress oxydatif »
Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés : lipides, protéines, glucides et
ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al., 2006).

Toutes ces altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies.
Parmi lesquelles les maladies d’Alzheimer de Parkinson, de Creutzfeldt Jacob et de méningo-
céphalites, les maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les cedémes
et vieillissement prématuré de la peau et le cancer (Ali et al., 2003).

3.4. Moyens de défense contre les radicaux libres :

Un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogene présente en faible concentration
qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des
biomolécules.

Les systemes de lutte contre les ERO sont classés dans trois catégories : la prévention a
temps plein (la prévention passive), la détoxification active suite a une attaque oxydante et la
détoxification passive (Virot, 2004).

*Prévention a plein temps: Ce type est un systéme qui agit en permanence pour but de
prévenir la surproduction de radicaux libres de I’oxygeéne en inactivant les molécules endogénes
(Fe, Cu) ou exogenes (quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la

transferrine (protéine chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH
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physiologique rend ce métal incapable d’étre impliqué dans les mécanismes d’oxydoréduction
générateurs de radicaux libres.

*Détoxification active suite a une attaque oxydante: Ce systéme de défense repose
principalement sur 3 enzymes (Valko et al., 2006).

- Super oxyde dismutase (SOD) :

Dans I’étre humain, il y a 3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn-
SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).

- Catalase :

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006). Elle
permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et Os.

- Glutathion peroxydase :

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

* Détoxification passive : Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu passer les
deux premieres lignes de la défense. Elle inclut tous les antioxydants non enzymatiques capables
de neutraliser seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E, les
caroténoides, les composes phenoliques, les flavonoides, 1’albumine, 1’acide urique, les
polyamines, 1’acide lipoique (Valko et al., 2006).

La vitamine E est considéréee comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé
par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Valko et al., 2006). Durant la
réaction antioxydante, 1’a-tocophérol est converti en radical a-tocophérol beaucoup plus stable
en perdant un hydrogene arraché par une espéce radicalaire (radical peroxyle) : vitamine C,

caroténoides, acide lipoique, alumine et composés phénoliques.
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4. Activités pharmacologiques :

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou I'arthrite (Maruyama et al., 2005).

Plusieurs études ont, par exemple, mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile
essentielle de Melaleuca alternifolia (Koh et al., 2002; Caldefie-Chézet et al., 2004; Caldefie-
Chézet et al., 2006) et de son composé principal, I'a-terpinéol (Hart et al., 2000).

Les composés actifs agissent en empéchant ia libération d'histamine ou en réduisant la
production de médiateurs de I'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 cedémes de pattes de souris induit par le carraghénane.

Les huiles essentielles représentent donc une nouvelle option dans le traitement des maladies
inflammatoires. Le potentiel thérapeutique tres varié des huiles essentielles a attiré, ces derniéres
années, l'attention de chercheurs quant a leur possible activité contre le cancer. De ce fait, les
huiles essentielles et leurs constituants volatils font dorénavant I'objet d'études dans la recherche
de nouveaux produits naturels anticancéreux (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 l'ail ou le curcuma, sont de bonnes
sources d'agents anticancéreux utiles pour prévenir I'apparition de cancer (Béliveau et al., 2006).

Certains de ces aliments contiennent des composés volatils dont I'activité chimiopreventive a
été mise en évidence. L'huile essentielle d'ail, par exemple, est une bonne source de composés
sulfurés reconnus pour leur effet préventif contre le cancer. Le diallyl sulfide, diallyl disulfide et
le diallyl trisulfide en sont des exemples.

Ces composes activent, chez le rat, les enzymes intervenant dans le processus de

detoxification hépatique de phase 1 (désagrégation des liaisons chimiques qui relient les toxines
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carcinogenes les unes aux autres) et de phase Il (liaisons des toxines libérées a des enzymes
détoxifiantes telle la glutathione S-transférase).

Un autre exemple est la myristicine, un allylbenzéne 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
carcinogénese induite par le benzo(a)pyréne au niveau des poumons de la souris .

Récemment, il a été découvert que la myristicine induit I'apoptose des neuroblastomes (SK-
N-SH) chez I'humain. Il existe d'autres composés volatils qui ont montré une activité cytotoxique
contre diverses lignées cellulaires cancéreuses (gliomes, cancer du célon, du poumon, du foie,
du sein, etc.) (Edris, 2007). Le géraniol, un alcool monoterpénique tres frequent dans les huiles
essentielles, diminue la résistance des cellules cancéreuses du cblon (TC118) envers le 5-
fluorouracil, un agent anticancéreux.

De ce fait, le géraniol potentialise I'effet inhibiteur de la croissance tumorale du 5-
fluorouracil. L'huile essentielle de sapin baumier et un de ses composes, I'a-humuléne, ont
montré une activité anticancéreuse significative sur plusieurs lignées cellulaires ainsi qu'une
faible toxicité envers les cellules saines (Legault et al., 2003).

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. Un dernier exemple est I'a-bisabolol. L'activité antigliomale de cet alcool sesquiterpénique
présent en grande majorité dans I'huile essentielle de camomille (Matricaria) a récemment été
mise en évidence.

Pour terminer, certaines études ont mis en évidence l'activite cytotoxique d'huiles essentielles
dans leur ensemble. En voici quelques exemples: I'huile essentielle de Comptonia peregrina
(Sylvestre et al., 2007), Myrica gale (Sylvestre et al., 2005), Melissa officinalis (De Sousa et al.,

2004), Malaleuca alemifolia (Calcabrini et al., 2004), Crotons flavens (Sylvestre et al., 2005) et
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Artemisia annua (Li et ai., 2004).

5. MECANISMES D’ACTION DES HUILES ESSENTIELLES :

5.1. Activité anti-inflammatoire :

L’inflammation est une réponse physiopathologique de la blessure, d’une infection ou
d’une destruction caractérisée par la chaleur, la rougeur, la douleur et le gonflement.
L’inflammation est une réaction normale de corps pour se protéger des Iésions causées par des
traumatismes physiques, agents chimiques ou microbes pathogenes.

C’est la réponse de I’organisme pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs,
pour éliminer les irritants. Elle est déclenchée par la libération de médiateurs chimiques des
tissus lésés et migration des cellules. Les médicaments les plus couramment utilisés pour la
gestion d’affections inflammatoires sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), qui ont
plusieurs effets indésirables en particulier I’irritation gastrique conduisant a la formation

d’ulcéres gastriques.

Les recherches approfondies sur les différentes espéces de plantes et leurs principes actifs
thérapeutiques utilisés dans le traitement de la goutte, de I’arthrite et de la fiévre ont aboutis a la
mise en évidence de nouveaux composés ayant des activités anti- inflammatoires significatives
(Joseph et al., 2015).

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour de nombreuses huiles essentielles, tels que
celles de : Protium strumosum, Protium lewellyni, Protium grandifolium (Siani et al., 1999).
L'huile essentielle des racines de Carlina acanthifolia est capable d’inhiber I'inflammation

induite par une injection de carraghénane chez le rat.

Les familles biochimiques a action anti-inflammatoire et/ou antalgique qui constituent les
composés de différentes huiles essentielles sont : les Aldéhydes monoterpéniques, les Esters
terpéniques, les Sesquiterpenes et les Monoterpénes, I’Eugénol (phénol aromatique),

I’Eucalyptol (oxyde terpénique) ou 1,8 cinéole, Alcools terpéniques (Sesquiterpénals,
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Monoterpénols), les Cétones terpéniques, les Phénol méthyl-éthers.
5.2. Activité antimicrobienne :
5.2.1. Activité antibactérienne :

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre des micro-organismes pathogénes est
limitée en raison de leurs effets cancérogenes, leur toxicité aigué et leur danger potentiel pour
I’environnement en plus du probléme de résistance bactérienne a cette classe thérapeutique. Plus
récemment, la prévalence de la résistance aux antimicrobiens a incité les chercheurs a rechercher
de nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber les diverses bactéries pathogénes
humaines.

A cet égard, I’exploitation des huiles essentielles pour contrdler 1’épidémie des bactéries
pathogenes peut étre utile pour lutter contre diverses maladies infectieuses.

L’impact antimicrobien des huiles essentielles et de leurs composants chimiques est

démontré par plusieurs études.

L’action des huiles essentielles s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les
bactéries a Gram positives et les bactéries a Gram négatives. La structure de la paroi cellulaire
des bactéries a Gram positives les rend toutefois plus sensibles a I’action des huiles essentielles.
La structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram négatives les rend moins sensibles a

I’action des huiles essentielles.

La présence d’une membrane plasmique hydrophile externe chez les Gram négatives
empéche la pénétration intracellulaire des molécules hydrophobes composant la majorité des
huiles essentielles. Cette caractéristique confére aux bactéries négatives une résistance a 1’huile

et méme aux antibiotiques (Lewis et Ausubel, 2006).

La composition chimique des extraits de plantes peut étre influencée par de multiples

facteurs, incluant I'espece a laquelle appartient la plante prélevée, le matériel végétal (feuilles,
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fleurs, rameaux, fruits) utilisé pour produire les extraits, ainsi que le procédé employé pour
réaliser I’extraction. La combinaison de ces divers paramétres semble étre une explication aux

différences d’activité antibactérienne observées entre les huiles essentielles (Burt et al., 2004).

Dans I'ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une série de
réactions biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des
caractéristiques des constituants chimiques présents dans I’huile essentielle. Les constituants
chimiques de I'huile essentielle ont une propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer

dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.

Les molécules oxygénées, qui entrent dans la composition des huiles essentielles,
sont généralement plus actives que les molécules hydrocarbonées, connues pour leurs faibles
propriétés antibactériennes. L’'activité antibactérienne de ces molécules dépend, a la fois, du
caractére lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs

groupements fonctionnels.

Parmi les composés de I'huile essentielle les phénols, sont, du fait du caractére acide de
leur substituant hydroxyle, décrits comme les composés les plus actifs. Les composés
carbonylés, avec des groupements aldéhydiques ou cétoniques, et les alcools sont également

reconnus pour leurs propriétés antibactériennes (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les composants actifs de I'huile essentielle du Romarin tel que le cinéole, le camphre et
I'a-pinene, agissent sur plusieurs sites de la cellule bactérienne. Des cellules bactériennes
traitées avec la fraction oxygénée de I'huile essentielle de Quercus infectoria est également
endommagé. Le matériel intracellulaire forme des agrégats, qui présentent un aspect
vacuolaire, due a une modification de la perméabilité membranaire qui conduit a une perte
des éléments cytoplasmiques.

5.2.2. Activité antifongique :

Les huiles essentielles constituent une source potentielle pour des nouveaux médicaments
antifongiques, soit sous leur forme pure soit sous forme de dérivés des composés originaux
pour une optimisation thérapeutique plus efficace et plus slre. Les huiles essentielles ou leurs
composés actifs sont également employés comme agents antifongiques dans les industries

agro-alimentaires (Zambonelli et al., 2004).
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L'eugénol est un composé antifongique efficace qui cause des dommages permanents aux
cellules des levures tels que Candida albicans, et des champignons : Aspergillus ochraceus, A.
versicolor, A. niger, A. fumigates, Trichoderma viride et P. funiculosum.

Papajani et al. (2015) ont rapporté I'activité antifongique de I’huile essentielle de romarin
sur les dermatophytes tels que: Epidermophyton floccosum, Arthroderma cajetani,
Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton violaceum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum et Trichophyton tonsurans, et des champignons
phytopathogéenes tels que Botrytis cinerea et Pleomorphomonas oryzae.

Les composés phénoliques des huiles essentielles modifient la perméabilité cellulaire
fongique en interagissant avec les protéines de la membrane. Cela provoque la déformation de
la structure cellulaire, et perturbe la fonctionnalité aboutissant alors a la perte des
macromolécules conduisant a une inhibition de la croissance fongique.

D’autre part, la pectine composée essentiel des parois des cellules végétales nécessaire a
I'adhésion cellulaire, est hydrolysée par les pectinases fongiques. Il semblerait que les
composés phénoliques des HE joueraient un réle inhibiteur de celles-ci.

L'exposition des cellules fongiques a I'huile essentielle conduit généralement, a la
coagulation des composants cellulaires dus a des dommages irréversibles de la membrane
cellulaire. Chez la levure, I'huile essentielle établi un potentiel membranaire en perturbant la
production d’ATP, ce qui conduit a la lyse cellulaire.

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire des
champignons et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de perméabilisation, ce
qui conduit a la désintégration des membranes mitochondriales. Ceci est causé par des
altérations dans le flux. Cela peut aussi endommager les lipides, les protéines et les acides
nucléiques contenus dans les cellules infectées par les champignons pathogenes (Arnal-
Schnebelen et al., 2004).

Les huiles essentielles pourraient également perturber la dépolarisation de la membrane
mitochondriale en agissant sur les canaux d’ions, surtout les ions du ca”, pompes a protons et
pools d’ATP qui améne vers une diminution du potentiel membranaire. Ce changement dans la
fluidité des membranes peut causer une perte d’électrolytes par la perturbation des voies de
cytochrome C, des métabolismes des protéines et des concentrations d’ions du calcium. Par

conséquent, cette modification de la perméabilité des membranes mitochondriales internes et
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externes peut entrainer I'apoptose des cellules conduisant a la mort cellulaire.
6. La toxicité des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme". Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles

pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie.

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles riches
en cinnamaldéhyde (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des

furocoumarines (Naganuma et al., 198)).

D'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone sont
particulierement toxiques pour les tissus nerveux [Franchomme et al, 1990]. Il existe aussi
guelgues huiles essentielles dont certains composés sont capables d'induire la formation de

cancers (Homburger et al., 1968).

C'est le cas par exemple de dérivés d'allylbenzénes ou de propénylbenzénes comme le
safrole (Sassafras), I'estragole (Artemisia dracunculus), la j3-asarone (Acorus calamus) et le
méthyl-eugénol. Des chercheurs ont mis en évidence l'activité hepatocarcinogenique de ces

composés chez les rongeurs (Wiseman et al., 1987).

Le safrole et S'estragole, par exemple, sont metabolises par les microsomes au niveau du
foie des rats et des souris en dérivés hydroxy!és puis en esters sulfuriques électrophiles qui eux
sont capables d'interagir avec les acides nucléiques et les protéines [Kim et al., 1999],
Toutefois, ces résultats sont controversés car il existe des différences chez I'homme dans le
processus de métabolisation de ces composés. Le safrole, par exemple, est métabolisé chez

I'humain en dihydroxysafrole et trihydroxysafrole non cancérigénes (Franchomme et al., 1990).

De plus, tout dépend de la dose administrée lors des expériences et bien souvent la dose
absorbée par I'animal est loin de correspondre a celle qu'un homme est susceptible d'ingérer

par jour(Guba, 2001).
7. Précautions :
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L'ingestion d'huile essentielle peut entrainer une intoxication sévere, notamment chez les
enfants pour lesquels le risque accidentel est plus élevé. Cette intoxication peut survenir avec
de petites quantités et le risque est plus élevé en cas d'antécédent d’épilepsie ou

de convulsions.

Les symptomes les plus fréquemment rencontrés sont neurologiques, respiratoires et
digestifs. Les principaux symptomes neurologiques sont des crises convulsives, une agitation ou
au contraire une somnolence, des signes semblables a I'ébriété, des troubles de I'équilibre ou

des hallucinations.

Des signes respiratoires peuvent survenir, tels qu'une toux persistante ou une irritation de
la gorge, ainsi que des signes digestifs comme des douleurs abdominales, des nausées,

des vomissements et des diarrhées.

L'ANSM indique que « Les huiles essentielles ne doivent pas étre utilisées de fagon
prolongée (au-dela de quelques jours) sans avis médical. ». Et dans tous les cas, elles ne doivent
jamais étre ingérées pures, car elles présentent un risque important pour les muqueuses ainsi
que pour le foie. Selon le pharmacien Jacques Fleurentin, « Une cuillere a café d'huiles

essentielles, c'est directement les urgences. C'est tout le temps par gouttes. Toujours.
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Chapitre Il : EXTRACTION ET ANNALYSES DES HUILES ESSENTIELLES

1. Les techniques d’extraction des huiles essentielles :

1.1. Entrainement a la vapeur d’eau :
L’entrainement a la vapeur d’eau est I'une des méthodes officielles pour I'obtention des
huiles essentielles. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en

contact directl’eau et la matiere végétale a traiter.
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Figure 6 : Entrainement a la vapeur d’eau.

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 véhiculé vers le condenseur et
I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique.

L’hydrodiffusion est une variante de I'’entrainement a la vapeur (Figure 6).
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Figure 7 : Hydrodifusion

Dans le cas de I'hydrodiffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant.
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. De plus, I'hydrodiffusion permet une
économie d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de

laconsommation de vapeur.

1.2. Hydrodistillation et ses variantes :

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I'extraction d’une huile
essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité. Le principe de I’hydrodistillation
correspond a une distillation hétérogéne. Le procédé consiste a immerger la matiere
premiere végétale dans un bain d’eau. L'ensemble est ensuite porté a ébullition
généralement a pression atmosphérique (Figure 8).

La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans
les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange
azéotropique.

- La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage (cohobage ) de la phase aqueuse

obtenue lors de la décantation.
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- La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter.

- Afin de traiter des matiéres premieres pour lesquelles il est difficile d’extraire I'huile
essentielle ou pour les essences difficilement entrainables, I'hydrodistillation a pression
réduite représente une bonne alternative. Cette technique est en outre utilisée pour le

santal, legirofle ou les rhizomes de vétyver, de gingembre et d'iris.
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Figure 8 : L’hydrodistillation

- La turbodistillation est un procédé d’hydrodistillation accélérée en discontinue. Cette
technique est prédestinée aux matiéres premieres végétales difficiles a traiter (les racines,
les ligneux ou les graines, exemple : badiane de Chine ou les graines de céleri).

- Elle représente une alternative a des hydrodistillations de longue durée. Le réacteur
contenant la matiere végétale est équipé d’une turbine qui permet d’une part, la
dilacération des matiéres végétales, d’autre part, une agitation turbulente, d’ou un
meilleur coefficient de transfert thermique et une augmentation de la surface de

vaporisation.

1.3. Expression a froid :

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
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importance dans l'industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits
fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. C'est pourquoi,
spécifiguement pour cette catégorie de matiere premiere, est utilisé un procédé totalement
différent d’une distillation classique, qui est I'expression a froid. Le principe de cette
technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des sacs oléiferes

contenuesdans I'écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces sacs sur les parois.

Lame supéncure
Coupe supéricurc

Coupe inféncure
i_.amec inféricure

Filure

Figure 9 : L'extraction on continu.

1.4. Distillation « seche » :

La distillation « seche », aussi appelée distillation destructive, est utilisée pour la
séparation des produits chimiques liquides contenus dans des matériaux solides. On peut
ainsi obtenir, a partir du bois, par calcination, de la créosote (mélange de phénols), de

I'alcool méthylique et de nombreux autres produits.
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Figure 10 : Schéma de préparation de I'extrait de rose.

1.5. L’extraction par solvants :

La technique d’extraction par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger
en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concréte ».

Cette concréte pourra étre par la suite brassée avec de I'alcool absolu, filtrée et glacée
pour en extraire les cires végétales. Aprés une derniere concentration, on obtient une
« absolue ».

- Les rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation.
- L’intervention de solvants organiques qui peut entrainer des risques d’artéfacts et des

possibilités de contamination de I’échantillon par des impuretés parfois difficile a éliminer.

- Le choix du solvant : le méthanol, I'éthanol, I'éther de pétrole ou encore le dichlorométhane.
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- Cette technique d’extraction a été récemment combinée aux micro-ondes et aux ultra-sons.

:
A

Hydrodistillation - Extraction
Simultanée

Appareil de Soxlhet

Lickens-Nickerson

Figure 11 : Les différents types d’extraction par solvants volatils.

L’extraction par solvant organique volatil reste tres pratiquée. Les solvants les plus
utilisés a I'heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane, I'éthanol moins fréguemment le
dichlorométhaneet I'acétone.

1.6. L’extraction assistée par chauffage micro-ondes :

L’extraction par micro-ondes regroupe différents procédés parmi lesquels :

L’extraction par solvant assistée par chauffage micro-ondes.

Hydrodistillation asistée par chauffage micro-ondes sous vide.

Extraction sans solvant assistée par chauffage micro-ondes (extraction des plantes fraiches)
Il existe divers exemples d’applications de cette technique a I'extraction de certains organes
végétaux : épices de Cuminum cyminum L. et Zanthoxylum bungeanum L. par Wang et col. en
2006, fruits de Xilopia par Stashenko et col. en 2004, hysope, sariette, marjolaine, sauge (Salvia
officinalis) et thym par Collin en 1991, feuilles de Lippia sidoides par Craveiro et col. en 1989,
menthe poivrée et persil commun par Pare et col. en 1989.
L'avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation
(ramenée a quelgues minutes) et incrémente le rendement d’extrait. Cependant irradiation

d’un volume important pose des problémes techniques.
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1.6.1. Les micro-ondes :
Les micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques couvrant les
gammesdes ondes décimétriques UHF, centimétriques SHF et millimétriques EHF (Figure 12).
Dans le spectre électromagnétique, les micro-ondes occupent une bande de fréquence
de trois décades de 300 GHz a 300 MHz. Les longueurs d’ondes associées s’étalent de 1
millimétre a 1 metre. La fréquence la plus utilisée est de 2450 MHz correspondant a la
fréquence de la majorité des magnétrons des fours micro-ondes de cuisine ayant une

puissance de 600 a 1000 Watts et une longueur d’onde dans I'air de 12,2 cm.
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Figure 12 : Le spectre électromagnétique.

Les applications de ces ondes sont nombreuses et tres diverses :

- La détection électromagnétique ou radar,

- La poursuite des satellites,

- La mesure des dimensions d’un objet en cavités résonnantes,

- L’évaluation de la température par radiométrie,

- La mesure de '"humidité d’un matériau par le biais de ses caractéristiques,

- Latélévision et les télécommunications par liaisons hertziennes et spatiales.

1.6.2. Technologie du four a micro-ondes :

Un four a micro-ondes est constitué de trois éléments principaux (Figure 13):

Le guide d'onde,

Les micro-ondes de forte puissance sont produites par des tubes a vide dont le plus
habituel est le magnétron :

chauffée qui émet des électrons et d'une anode polarisée positivement par rapport a la

cathode pour attirer.

Le générateur micro-ondes,

La cavité micro-ondes.
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il s'agit d’'une diode thermoionique composée d'une cathode
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Figure 13 : Schéma d’un four micro-ondes monomode (A) et multimode (B).

Les électrons par le champ électrique continu. Ce champ a haute tension est produit par
une alimentation électrique a 50 Hz a partir du secteur redressé. Le guide d'onde permet de
convoyer et de guider les ondes émises par le magnétron. Le guide est généralement un tube
métallique ou un conducteur cylindrique dont la section droite est limitée par un contour fermé

pouvant contenir d'autres contours.

Sa génératrice sera choisie comme axe de propagation. Deux modes de propagation
peuvent exister : le mode TM (transverse magnétique), ou bien, le mode TE (transverse
électrique).

L'applicateur est une cavité fermée qui doit assurer le transfert au matériau a traiter de
I'énergie électromagnétique provenant du magnétron. Deux grandes catégories d'applicateurs
existent :

- Les applicateurs monomodes

- Les applicateurs multimodes.

Un applicateur est dit monomode lorsque ses dimensions géométriques sont choisies de
telle sorte qu'a la fréquence de travail, il n'existe qu'une configuration de champ. L'énergie
électromagnétique emprisonnée se réfléchit sur les parois et donne lieu a des ondes
stationnaires. Ce type d'applicateur permet ainsi le contrdle précis du champ électrique, il est

cependant réservé aux matériaux de petit volume.
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L'applicateur multimode consiste en une cavité suffisamment grande afin qu'il existe

plusieurs types de configurations de champ. Le champ électrique n'y est pas stable comme dans

une cavité monomode et sa distribution varie. On préfére donc utiliser des applicateurs

multimodes pour le traitement des volumes importants, et des matériaux dont les paramétres

électriques et magnétiques varient peu.

1.6.3. Le chauffage micro-ondes :

Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est compléetement inversé par rapport

au chauffage conventionnel. Le transfert de chaleur classique se transmet de I'extérieur vers

I'intérieur du récipient.

Composes dipolares

Absence de champ electnque

]

5
AR\

Chauffage conventionnel

+

v

Champ ¢lectrique haute frequence

S

|\

Rotation moléculaire,
pclarisation

Chauffage microonde

Figure 14 : Transferts thermiques sous les deux modes de chauffage.



Sous chauffage micro-ondes, le volume traité devient lui méme source de chaleur. On parle
de dégagement de la chaleur de l'intérieur vers l'extérieur du récipient. La paroi externe du
réacteur est plus froide que le milieu du réacteur dans le cas du chauffage micro-ondes, et
inversement pour le cas du chauffage conventionnel par double enveloppe, plague chauffante et
flamme. C’'est un mode de chauffage instantané en volume et non en surface. Les phénomenes
thermiques de conduction et de convection ne jouent plus qu’un réle secondaire d'équilibrage
de la température. Des surchauffes locales peuvent également se produire.

Le mécanisme du chauffage diélectrique repose sur le fait que les molécules polaires, telles
gue l'eau, ont des extrémités négatives et positives : ce sont des dipbles. En I'absence de champ
électrique, les dipbles d’un milieu diélectrique se trouvent orientés au hasard sous |'effet de
I'agitation thermique du milieu. Sous I'effet d'un champ électrique continu, les molécules
tendent a s'orienter dans la direction du champ électrique. Plus le champ électrique est intense,
moins |'agitation thermique qui tend a désorganiser I'alignement a d’importance.

Lorsque toutes les molécules sont orientées, il apparait un moment dipolaire global induit.
Sous l'effet d'un champ électrique alternatif de fréquence f, les dipbles s'orientent dans la
direction du champ sur une demi alternance, se désorientent lorsque le champ s'annule et se
réorientent dans |'autre sens pendant la seconde demi alternance : c'est la rotation dipolaire.
L'énergie électrique est convertie en énergie cinétique par la rotation des dipdles.

L'énergie cinétique est transformée partiellement en chaleur : I'alignement des dipbles par
rapport au champ électrique est contrarié par les forces d'interactions entre molécules (les
forces de liaison par pont hydrogéne et les forces de liaisons de Van der Waals).

Ces forces peuvent étre assimilées a des forces de frottement internes qui existent dans les
contacts solide-solide. Elles s'opposent ainsi a la libre rotation des molécules. De la friction
produite, nait le dégagement de chaleur. La dissipation d'énergie par le produit peut étre
maximale si la fréquence du champ électrique est égale a la fréquence de relaxation.

Le phénomene de relaxation correspond a l'apparition d'un déphasage entre I'oscillation du
champ électrique et celui des dipoles. Les fréquences micro-ondes étant imposées,
I'échauffement d'un produit avec une efficacité maximale est exceptionnel. Dans ce cas, une
grande partie des molécules soumises a I'action du champ micro-ondes ne tourne pas avec le
changement alternatif du champ mais frissonne comme le montre la figure 15.

Outre I'extraction aromatique des composés aromatiques d’origine végétale, il existe
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actuellement diverses méthodes assistées par microondes :
- Extraction de minerais,

- Décontamination des sols
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Figure 15 : Frissonnement des dipdles soumis a une irradiation micro-ondes.

Ganzler et coll. en 1986, en Hongrie furent les premiers a présenter une technique
d’extraction par solvant assistée par micro-ondes en vue d’une analyse chromatographique.
Cette technique se présentait comme beaucoup plus efficace qu’une méthode
conventionnelle et permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en
énergie.

La figure 16 représente un montage pour I'extraction par solvant assistée par chauffage

microonde en continu.

Produit a traiter
Condenscur

v u Génératenrs micro-ondes
Thw 5w Thw 2w

| | 1l 11 [N |
X I Enceinte micro-ondes I

Transfert par vis sans fin

Eau

Temperature finale froide

solvant Extrait

Figure 16 : L'extraction par solvant assistée par micro-ondes.

1.6.4. L’extraction sans solvant assistée par chauffage microondes :
En 1989, Craveiro et coll. proposaient une technique originale d’extraction de I'huile
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essentielle de Lippia sidoides par chauffage microondes sans solvant en utilisant un compresseur
a air. L'huile essentielle extraite en 5 minutes sous chauffage micro-ondes était présentée
comme qualitativement identique a celle obtenue par entrainement a la vapeur en 90minutes.

Le systéme proposé est inspiré du procédé I'entrainement a la vapeur classique. Il se
compose en fait de trois parties : Un compresseur envoyant de I’air dans le ballon ou se trouve la
matiére végétale placé dans un four microondes (Figure 17).

Ce ballon est soumis aux radiations micro-ondes. La vapeur d’eau saturée en molécules
volatiles est ensuite entrainée vers un second ballon de récupération plongé dans de la glace et
situé a I'extérieur du four a micro-ondes.

L'eau ainsi que les molécules aromatiques constituant I'huile essentielle sont donc
condensées dans ce ballon extérieur. L'extraction de I'huile essentielle se fait a I'aide du
dichlorométhane.

- Ladistillation seche des alchimistes : Xllieme siecle

- L’hydrodistillation de type Clevenger : 1928

- L’extraction par micro-ondes : 1986

Basée sur un principe relativement simple, I'extraction sans solvant assistée par microondes
consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant
organique. Le chauffage de I'eau contenue dans la plante permet la rupture des glandes
renfermant I'huile essentielle. Cette étape libére I'huile essentielle qui est ensuite entrainée par
la vapeur d’eau produite par la matiere végétale. Un systeme de refroidissement a I'extérieur du
four micro-ondes permet la condensation du distillat, composé d’eau etd’huile essentielle, par la

suite facilement séparable par simple décantation.
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Figure 17 : L’extraction sans solvant assistée par microonde

Ce systéme proposé par Marie Lucchesi représente I'extraction sans solvant assistée par
micro-ondes avec un systéme de cohobation assurant un taux d’humidité constant du matériel
végétal au cours de I'extraction. Il est signalé aussi que les rendements identiques a ceux
obtenus en hydrodistillation classique. L’application de cette méthode a concernée Trois
plantes aromatiques (basilic, thym, menthe).

Le protocole expérimental: 250g de feuillage frais sont introduits sans ajout d’eau ni de
solvant organique dans un réacteur de type ballon d’'une contenance de 2 litres placé dans la
cavité multimode du four micro-ondes Milestone ETHOS 1600.

La durée de I'extraction sans solvant assistée par micro-ondes de végétaux frais peut étre
fixée apres observation de la quantité d’huile essentielle extraite au cours du temps. Grace au
systéme de cohobation, le taux d’humidité au sein du ballon est quasiment le méme tout au long
de I'extraction. L’huile essentielle obtenue est séparée de |'eau par simple décantation. L’huile
essentielle est au préalable placée sur desséchant de type sulfate de magnésium (MgS0a4), afin
d’éliminer toute trace éventuelle d’eau, puis est pesée afin de calculer le rendement de

I’extraction par rapport a la masse de matériel végétal frais.
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Les huiles essentielles sont conservées au réfrigérateur a I'abri de la lumiére et a une

température de 4°C.

1.6.6. L’hydrodistillation assistée par chauffage micro-onde :

L’hydrodistillation assistée par micro-ondes sous pression réduite, a été élaborée et
brevetée par la société Archmiex dans les années 1990. Cette technique d’extraction, dont
I'origine est I’hydrodistillation classique, est basée sur I'utilisation conjointe des microondes et
d’un vide pulsé. Le matériel végétal a traiter frais ou sec (auquel cas on lui rajoute une quantité
d’eau requise) est soumis durant une période un vide pulsé qui permet I'entrainement
azéotropique des substances volatiles a une température inférieure a 100°C.

Cette opération peut étre répétée plusieurs fois selon le rendement souhaité. Les
avantages présentés par cette technique sont nombreux tant au niveau économique qu’au
niveau qualitatif.

- Hydrodistillation assistée par micro-ondes sous pression réduite serait dix fois plus rapide que

I’hydrodistillation pour un rendement équivalent et un extrait de composition identique.

1.7. Enfleurage :

C’est une méthode complexe, elle n’est plus utilisée sauf pour les fleurs. Celles-ci sont
étalées délicatement sur des plaques grasses qui absorberont tout le parfum. Les corps gras vont,
ensuite, étre épuisés par un solvant. Une fois I’ar6me des fleurs absorbé, les fleurs sont remplacées
par d’autres fraiches, et ceci jusqu'a saturation du corps gras. Au bout de 24 heures, le corps gras

et les H.E sont séparés (Moro-Buronzo, 2008).
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Figurel8 : extraction des huiles essentielles par Enfleurage.

1.8. Extraction au CO; supercritique :
L’extraction de fluide supercritique (EFS) est un processus consistant a séparer une
composante de 1’autre en utilisant les fluides supercritiques au lieu d’un solvant d’extraction.

Cette méthode est utilisée pour I’extraction des huiles essentielles, dont 90 % I’extraction
est exécutée avec le dioxyde de carbone (CO2) pour plusieurs raisons pratiques. Outre une
pression critique relativement faible (74 bars) une température de 32C° le COz2 est relativement
non toxique, ininflammable, non corrosif, sans danger, disponible en grande pureté a un codt
relativement faible et s’élimine facilement de ’huile (Rozzi et al., 2002).

Le seul inconvénient du CO; est son manque de polarité pour 1’extraction des composés
polaires (Pourmortazavi et al., 2007). Il a été constateé que des extraits prépares par EFS a produit
une activité antioxydante plus élevée que les extraits préparés par d’autres méthodes (Fadel et al.,
1999).

Cette méthode d’extraction produit un meilleur rendement, un coefficient de diffusion plus
élevé et une plus faible viscosité. Beaucoup d’huiles essentielles qui ne peuvent pas étre extraites

par distillation a la vapeur peuvent étre obtenues par extraction au dioxyde de carbone.
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Néanmoins, cette technique est trés cotliteuse en raison du prix de 1’équipement. L’huile
supercritique s’est avéré pour étre de qualité supérieure, avec les meilleures résultats d’activités

(Capuzzo et al., 2013).
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Figure19 : Extraction au CO2 supercritique
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2. Méthodes de conservation des huiles essentielles :

La conservation des huiles essentielles s'avere tres délicate. Selon LOBSTEIN et al. une huile
essentielle ne dépasse pas une année, sans subir d'importantes modifications physico-chimiques.
Une meilleure préservation de sa qualité nécessite le respect de certaines regles élémentaires de
stockage: conservation sous atmosphere d'azote, utilisation de flacons de faibles volumes,
emploi de flacons en verres brun, en aluminium ou en acier inoxydable, stockage a basse
température. Dans certains cas, la déterpénation partielle d'une huile essentielle permet de
rallonger sa durée de vie. L'un des moyens le plus efficace pour protéger une huile essentielle est
d'y ajouter des substances capables d'interférer avec les réactions oxydantes.

C'est le cas de Il'acide citrique, employé pour la conservation des huiles essentiellles utilisées
dans l'alimentation et du sel dipotassique de I'éthyléne diamine tétracétique (EDTA) pour celles
non utilisées dans I'alimentation.

Les antioxydants les plus couramment employés sont ceux qui réagissent avec les radicaux
libres: dérivés phénoliques, butylhydroxytoluéne (BTH), but ylhydro xyaniso le (BHA) et les esters
de I'acide gallique.

Outre I'emploi d'anti-oxydants bien connus tels que les vitamines C et E, les polyphénols et
les acides phénoliques, la pectine, la proline et les hydrolysats de protéines, des recherches sont
en cours pour la mise en évidence des propriétés anti-oxydantes des extraits de romarin, de
mousse de chéne et de feves de soja. D'autres moyens de protection, comme la protection

anodique activée et la stabilisation par les rayons gamma, sont également a |'étude.

3. Méthodes d'analyse des huiles essentielles :

Il faut distinguer les méthodes analytiques anciennes de détermination des indices d'iode,
d'acide, d'ester, de peroxyde, de carbonyle, de saponification, etc., proposées dans le recueil de
normes, publiées par [|'Association Francaise de Normalisation (AFNOR) et les normes
internationales de l'International Standard Organisation (ISO). Ce sont des méthodes d'analyse
globale, qui renseignent sur la composition chimique de I'huile essentielle.

A ces méthodes chimiques d'analyse, il faut ajouter les informations apportées par les
mesures physiques d'indice de réfraction, de densité et de pouvoir rotatoire. Ces caractéristiques

physicochimiques constituent des références utiles, des points de comparaison qui servent de
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critére de qualité dans les transactions sur le marché.

Les méthodes modernes d'analyse permettent de trouver la composition centésimale d'une
huile essentielle. Cependant une huile essentielle peut contenir plus d'une centaine de
constituants dont les concentrations individuelles peuvent étre supérieures au seuil de détection
de l'appareil utilisé. Il n'est donc pas possible d'identifier tous les constituants.

La chromatographie en phase gazeuse sur des colonnes capillaires, utilisant un détecteur a
ionisation de flamme, est devenue la norme minimale de l'appareillage analytique. Dans ce cas,
la séparation s'effectue suivant les temps de rétention des wnstituants et on arrive a identifier
entre 50 a 70 % des pics observés, correspondant a 90-95 % en masse de I'échantillon.

Cette méthode analytique offre également la possibilité de doser un constituant donné dans
I'huile essentielle. L'inconvénient majeur de cette technique provient du fait que certaines
valeurs des temps de rétention sont proches et prétent a confusion dans l'interprétation des
résultats. C'est pour cela qu'on procéde toujours au calcul des indices de KOVATS, apres analyse
de I'huile essentielle sur deux colonnes de polarités différentes (I'une est apolaire et I'autre
polaire).

La détermination de ces indices est basée sur la rétention spécifique et le nombre d'atomes
de carbone des composés d'une série de paraffines homologues. La chromatographie en phase
gazeuse peut également étre couplée a la spectrométrie de masse et apporter des informations
gualitatives et quantitatives. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse en espace de téte
(analyse de la phase gazeuse en équilibre avec I'échantillon) est aussi une méthode adaptée a
I'étude des principes volatils des plantes aromatiques.

Son principe est basé sur le fait que les substances volatiles peuvent étre piégées a basse
température ou par adsorption sur un polymeére hydrophobe. Libérées par chauffage ou par
désorption, elles sont volatilisées et étudiées par chromatographie en phase gazeuse. Cette
méthode donne une huile essentielle dont la composition chimique est trés proche de celle du
mélange initialement présent dans la plante et permet d'apprécier les dégradations intervenues
au cours de I'hydrodistillation.

L'identification des constituants d'une huile essentielle peut également étre faite selon la
méthode de CASANOVA et CORTICHIATO Ol.

Cette méthode consiste a enregistrer le spectre de carbone 13 de l'huile essentielle et a

repérer les pics correspondants a un composé donné, puis a l'identifier, par comparaison de son
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spectre de carbone 13 avec les composés de référence d'une banque de données. Pour I'étude
fine d'une huile essentielle, il est utile de procéder d'abord a un pré- fractionnement, soit par des
procédés chimiques ou physiques (distillation ou méthodes chromatographiques).

En effet, il est possible de réaliser des transformations chimiques sélectives, destinées a
éliminer, partiellement ou totalement un constituant ou groupe de constituants. C'est le cas par
exemple, des composés carbonylés extraits par la méthode de la combinaison bisulfitique ou des
composés insaturés isolés sous forme de composés d'addition.

Dans le but d'isoler un produit pur ou d'éliminer certains produits malodorants ou irritants
de I'huile essentielle, on utilise des procédés physiques tels que la distillation. On obtient des
fractions de profil déterminé et I'on parle alors dans ce cas, comme dans celui de la méthode
chimigue d'une huile essentielle" déterpénée", désesquiterpénée”, "rectifiée". De tels exemples
sont donnés dans la littérature: citons celui de I'isolement du (-)-citronellol par distillation
fractionnée.

Ces procédés (chimique et physique) sont utilisés dans le but de valoriser une huile
essentielle, en la débarrassant de ses constituants malodorants par exemple ou pour faciliter son
analyse par la chromatographie en phase gazeuse.

Les méthodes chromatographiques (chromatographies préparative, sur couche mince, sur
25 colonne et d'exclusion sur gel) sont également utilisées, dans le but soit d'isoler un composant
pur de I'huile essentielle, soit pour fractionner les constituants de celle-ci, par groupe:
hydrocarbures, dérivés oxygénés, etc.

A cet effet, on emploie des systémes d'éluants peu polaires. Selon LAWRENCE, les
hydrocarbures saturés sont mieux résolus sur des plaques préparatives imprégnées avec une
solution de AgNO03 que par chromatographie en phase gazeuse. Le sabinéne et le (3-pinéne ont
été fractionnés de cette facon, en utilisant une solution de AgNO3 6,25 %. Les isomeéres cis/trans
d'alcools monoterpéniques (nérol et géraniol) ont également été fractionnés d'une facon
similaire, en utilisant une solution de AgNO 3 %. En chromatographie sur couche mince on utilise
comme révélateurs, une lampe UV ou des réactifs chimiques: vanilline sulfurique, trichlorure
d'antimoine ou dinitrophénylhydrazine.

Les méthodes chromatographiques usuelles sont souvent associées a la chromatographie
en phase gazeuse. Par exemple BAMBAOIOTTI et al. d'une part et KARA WY A et al., d'autre part,

ont utilisé la combinaison chromatographie préparative et chromatographie en phase gazeuse,
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respectivement pour le fractionnement des constituants des huiles essentielles de PillllS mligo et
de Citrus auralllium (zeste de citron).

Cependant il a été constaté l'altération ou la formation d'artéfacts au niveau de I'huile
essentielle, au cours de la chromatographie, méme sur des supports désactivés, telle que par
exemple l'isomérisation de I' a-terpinene et de I' a-phellandrene en p-cymene, I'isomérisation du
sabinéne en athujene, en a et p-terpinéne, limonéne, p-phellandrene et terpinolene. COSCIA a
rapporté que cette isomérisation peut étre évitée en utilisant une solution de soude 0,1 N au lieu
de I'eau distillée pour la préparation des plaques. L'on a aussi eu recours a la chromatographie
sur colonne sous pression d'azote ou a la distillation sous pression réduite, procédés par lesquels
les altérations sus-mentionnées peuvent étre minimisées.

Pour l'identification d'un composé pur, les méthodes chromatographiques, les procédés
physiques et chimiques peuvent étre complétés par les méthodes spectrales: IR, UV, RMN 13C et
H, De nos jours les progres de l'instrumentation, notamment I'association de la chromatographie
en phase gazeuse avec la chromatographie en phase liquide a haute performance (CPO / HPLC)
ou avec la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourrier (CPO / IRTF) permettent la

séparation, la quantification et I'identification des mélanges les plus complexe.
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Conclusion :

L'utilisation des produits naturels dans la sécurité alimentaires et dans la phytothérapie,
présentent un large éventail d’activités biologiques et pharmacologiques. Actuellement, les
produits naturels sont utilisés dans des préparations alimentaires principalement comme
aromatisants et par les industries cosmétiques et pharmaceutiques, comme parfums et additifs.
Ces substances naturelles ont été suggérées dans les denrées alimentaires parce qu’ils ont des
propriétés antimicrobiennes importantes contre les bactéries et les champignons et méme une
activité antioxydante.

Ainsi que [I'utilisation des différents conservateurs pour assurer que les aliments
manufacturés demeurent sécuritaires et intacte, tandis que les conservateurs chimiques ont
des activités cancérogenes potentielles, et une toxicité résiduelle.

Le probléeme d’utilisation des médicaments synthétique pose aussi un probléme de santé
comme le probleme de résistance microbienne, et les effets indésirables de ces médicaments
chimique nocif pour I’'homme. Les chercheurs se sont trouvés, alors face a la recherche et la
découverte d’autres agents d’origine naturelles dotés d’activités biologiques avec moins
d’effets néfastes sur la santé humaine.

Ce travail a pour objectif d’étudier les huiles essentielles, ses activités biologiques,
composition, mécanismes d’action et domaine d’utilisation.

Les huiles essentielles présentent un grand intérét médical, pharmaceutique, méme
Cosmétique et en agroalimentaire.

Afin d’étendre nos connaissances sur I'efficacité des produits bioactifs naturels et explorer
leur application, les recherches doivent se concentrer sur les questions suivantes :
¢ l'identification de chaque constituant de cette HE et exploiter I'action inhibitrice de chaque
constituant identifié in vitro ainsi in vivo.

e Etude de la relation structure-activité des composés isolés avec leur spécificité biologique
respective.

e Mener des analyses phytochimiques et biologiques comparatives sur les constituants
chimiques isolés présents dans I'espéce sélectionnée d’ Helichrysum aux composés chimiques
existantes isolés du genre.

¢ |’"élucidation mécanismes moléculaire de la cellule par lesquels le micro-organisme réagir
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contre les produits bioactifs naturels ; la définition des effets de matrice sur [|'efficacité
antimicrobienne d’un produit naturel bioactif en combinaison avec d’autres obstacles.

e ['utilisation de technologies émergentes en combinaison avec des produits naturels, qui
peuvent agir en synergie pour la prévention de la prolifération microbienne ; la détermination
d’autres activités biologiques des produits naturels, par exemple, celles relatives a I’antioxydant
et le potentiel anticancéreux et I'identification des mécanismes possibles d’action.

¢ la compréhension des attitudes des consommateurs et de la perception de la qualité. En
outre, il faudrait mettre davantage l'‘accent sur les dosages de la prévalence des
microorganismes pathogenes en relation avec l'utilisation d’antimicrobiens naturels au cours

des différentes étapes de la production dans I'industrie.

L’huile essentielle d’orange (extraite de la peau d’orange par pression a froid) est la
premiére huile essentielle mondiale. En 2015, elle était produite a hauteur de 51 000 tonnes,

principalement au Brésil et en Floride pour 90 % de leur production.

En deuxiéme place se trouve I'huile essentielle de menthe « des champs » (Mentha

arvensis) avec 32 000 tonnes, soit 29,1 % de la production mondiale.

En troisieme position, on retrouve le citron (Citrus limonum ; 9 200 tonnes ; 8,4 %), puis
I’eucalyptus (Eucalyptus globulus et Eucalyptus radiata; 4 000 tonnes; 3,6%), la menthe
poivrée (Mentha piperita; 3 300tonnes; 3 %) et lacitronnelle (Cymbopogon winterianus ;
1 800 tonnes; 1,6 %). Les trois huiles essentielles les plus vendues dans le monde représentent

pres de 90 % de ce volume total.
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Résumé

Principales étapes prévues Pour atteindre les objectifs fixés, les grandes étapes de mémoire

seront les suivantes:

1-Extraction des métabolites secondaires a partir du sous-produit d’huile essenticlle pour
chaque plante par macération et par extraction a solvant accélérée (ASE) en utilisant des
solvants organique a différentes polarités (cyclohexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et
méthanol). Les extraits correspondants sont obtenus aprés évaporation a sec des solvants (sans
résidu de solvant). Cette étape est nécessaire pour séparer les molécules en fonction de la
polarité. Pour I’application agroalimentaire, s’ il y a un extrait ou une molécule intéressante,

on optimisera son extraction par la suite avec un solvant et un procédé adéquat.

2-Screening des activités biologiques et des familles chimiques des différents extraits. Cette

étape permet de sélectionner les extraits ayants les meilleures activités.

L’utilisation de technologies émergentes en combinaison avec des produits naturels, qui
peuvent agir en synergie pour la prévention de la prolifération microbienne ; la détermination
d’autres activités biologiques des produits naturels, par exemple, celles relatives a
I’antioxydant et le potentiel anticancéreux et 1’identification des mécanismes possibles

d’action.

L’utilisation des produits naturels dans la sécurité alimentaires et dans la phytothérapie,

présentent un large éventail d’activités biologiques et pharmacologiques.



Abstract

Main stages planned To achieve the objectives set, the main stages of memory will be as

follows:

1-Extraction of secondary metabolites from essential oil by-product for each plant by
maceration and accelerated solvent extraction (ESA) using organic solvents with different
polarities (cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol) . The corresponding
extracts are obtained after evaporation of the solvents to dryness (without solvent residue).
This step is necessary to separate molecules based on polarity. For food application, if there is
an extract or an interesting molecule, its extraction will be optimized subsequently with a

solvent and a suitable process.

2-Screening of the biological activities and chemical families of the different extracts. This

step allows you to select the extracts with the best activities.

The use of emerging technologies in combination with natural products, which can act in
synergy for the prevention of microbial proliferation; the determination of other biological
activities of natural products, for example, those relating to the antioxidant and anticancer
potential and the identification of possible mechanisms of action.

The use of natural products in food safety and in herbal medicine, exhibit a wide range of
biological and pharmacological activities.



uadla

il e s SIA At 1 dad padl o sSia ¢ saaaal) Calaal) adat! Ll aladall A 1 Jal )
;g_.;l_“d\

adll Gy e Gl JS A Hhall Gl e g8l A e 4Pl Gl padlatul 1-
OlSell) dalisadl QY il 4y gmnl) Clpdall aladiuly (ESA) dazall Glpddl (aMaial
ey AEL claliingl e Jsanll ol (Jsiliall s JiY) clisad ¢ Gl 5508 A ¢ sl
ol el deadl 4y 55 5 sohadll o3 (Cude WE Oea) Caad s Glpddl A
Opnd aid ¢ alaidd e psa ol paliiie @lia (S 1Y) ¢ aladall Gadail Ay dpdadl)
Aanlic Tolee 5 Cude aladinly EaY 4sdlaiul

a3 shadll oda el i Adidall Clialituall Akl COall s A o) gl Adadal) ALy e D
el Jumdl e g giad ) cladaiial)

gl OO0 A ded O (S Glls ¢ dpadal) clatiall ae cuia ) Gis 230 cbl) alaaiul
Glli ¢ JEall Juw e ¢ Amudall cilamiall 6 AY) daa ol sl Adaiil) st ¢ by Saall L)
A Jaall @l pyans g i) syl cilalias s 3200SY1 Cilalicany dalaiall

AaiiV) e daul s de same e b by 43V Al dadal) cilatial aladiul elsd

A0 5all 5 Ao ol sl



