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Introduction

Les plantes sont des usines biologiques naturellbss produisent des substances
biochimiques actives : huiles essentielles (HEydhes, alcaloides, tanins,...et les mettent a
la disposition de 'homme qui peut en faire usagersa santé et satisfaire ses besoins vitaux.

Dans l'antiquité, certaines plantes étaient ré\@mgaur des vertus qu’on leur avait
reconnues. Aucun ne cherchait a savoir pourquobetment elles agissaient, mais c’était un
fait incontesté et qui paraissait magique. Actuediat la recherche sur les bienfaits des
plantes médicinales voit son développement s’arerohotamment avec les HE dont les
domaines d’application sont nombreux aussi biemédecine, en pharmacie ainsi que dans
d’autres domaines tels que I'agroalimentairejridsistries chimiques, etc.

Les effets bioactifs des HE et des extraits se Bogement avérés étre liés a leurs
grande richesse en composés terpéniques et arommtipnt les structures chimiques sont
tres diversifieegCroteau etal., 2000)

Les conservateurs alimentaires sont des substafmégine naturelle ou synthétique
capables de s'opposer a laltération d'un prodiinentaire. Cette altération, de type
physico-chimique, peut étre due a la présence deororganismes ou a I'oxygéne de I'air.
Elle peut se manifester par un changement des iptéprorganoleptiques (golt, odeur et
couleur), nutritionnelles et physiques des alimelaiss lesquels elle apparait.

En agroalimentaire, on différencie en général dgroupes de conservateurs : les
conservateurs antimicrobiens agissant sur les roigganismes, bactéries, levures et
champignons et les antioxydants capables de s’epgotous les phénomenes d’oxydation et
a I'apparition de radicaux libres.

De nos jours, les antioxydants de synthéses sdifués en raison des problemes
gu'’ils peuvent engendrer sur la santé du consommdia effet, le BHT, le BHA et le TBHQ
sont suspectés d’'avoir des effets négatifs suadgegParadiso etal., 2006) De nombreuses
études s’orientent donc vers la recherche d’antiaris naturels parfaits, a la fois sirs et
efficaces.

L’'usage extensif des agents antimicrobiens chingglens le secteur agroalimentaire
crée lui aussi un choc des consciences dont I'eedpropage de plus en plus, et face aux
suspicions accrues suscitées par ces derniergyé&appement et la recherche sur les plantes
aromatiques a été orienté vers |'obtention de awaseurs antimicrobiens naturels afin de

substituer ces agents chimiqyésloul, 2003).
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Ainsi, les HE et les extraits incorporés dans @snfilations alimentaires permettent,
en plus de leur pouvoir antioxydant, de contribaeela réduction de certaines infections
communes généralement liées a une contaminatiorroliénine dans les aliments
consommes.

A cet effet, et dans le cadre de la valorisatienlal flore algérienne, nous nous
sommes intéressés a trois espéeces de la famill@dgscées Thymus pallescengeucrium
polium ssp capitatunet Satureja calamintha ssp nepgtgui est 'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d'@stra fort pouvoir antimicrobien et
antioxydant (Bouhadid et al., 2006) et deux especes de la famille des cupressacées
(Juniperus phoeniceet Tetraclinis articulatg.

L’objectif de ce travail est de contribuer a I'étude la composition chimique des HE
et des extraits de ces plantes poussant en Aldénkcertaines d’entre elles n’ont pas encore
fait I'objet de travaux antérieurs ainsi qu'a I'éwation in vitro de leurs activités

antioxydantes et antimicrobiennes.
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Substances actives : Huiles essentielles et

composeés phénoliques

| Huiles essentielles

Historique

Toutes les civilisations antiques ont développéta de I'agriculture, la médecine par
les plantes, et la plupart des grands médecinassépont été des phytothérapeutes.

Les HE sont des substances naturelles existantisi€antiquité. Les arbmes et les
parfums furent parmi les premiers signes de lameagsance qui marquerent la vie de
’lhomme Delaigne, 1930

En 1879, Louis Poure réalisa le premier appareilstriel permettant d’extraire le
parfum avec récupération du solvant. En 1877, Oftallach découvrit «la regle
isoprenique » et Léopold Ruzicka a mis en évidelese « polyterpénes » composants
importants des essences.

Les essences végétales livrent progressivemers smarets depuis 'avenement de la
chimie organique & la fin du XIX" siécle Yalnet, 1980. Et ce n'est qu’au début du X%°
siecle que les propriétés thérapeutiques des HEaidbbjet de recherches scientifiques. Le
terme “huile essentielle” a été inventé par le neédsuisse Parascelsus Von Hohenheim pour

désigner le composé actif d'un remeéde naturel.
1 Définition

Il est tres difficile d’attribuer une seule définit au terme « huile essentielle », car il
en existe plusieurs. Mais aucune des définitiorss la’ mérite de la clarté, ni celui de la
précision. Les HE sont des mélanges de divers fimodisus d’'une espece vegetale, ces
meélanges passant avec une certaine proportion tbeswd’une distillation effectuée dans un
courant de vapeur d’eglaves, 1976)

Sous le nom d’'HE, on désigne les principes vokatidggnéralement odoriférants
élaboreés par I'organisme végétal. Ces composésilgatat la propriété de se solubiliser dans
les huiles et les graisses et par la méme ont eegoiriquement le nom d'HE. Le terme

« huile » souligne le caractére visqueux et hydobghde ces substances et le terme

3
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« essentielle » désigne la caractéristique priteige la plante a travers ses exhalaisons
(Bernard et al., 1988 ; Bruneton, 1993)

L’association francaise de normalisation (AFNOR)firde une huile essentielle
comme étant « un produit obtenu a partir d’'une énatvégeétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniquestia ga I'épicarpe des citrus, soit par
distillation a sec ». L’huile essentielle est etswséparée de la phase aqueuse par des
procédés physiquefAFNOR, 2000) Cette définition est restrictive car elle exaduwissi bien
les produits extraits a I'aide de solvants que aghtenus par tout autre procédé.

Bruneton (1999),définit les termes les plus couramment utiliséssdee domaine,
tels que :

 Pommade florale :Corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs,moitenfleurage a
froid, soit par enfleurage a chaud.

* Résinoide :Extrait & odeur caractéristique, obtenu a partimd’ matieére premiere
séche d’origine naturelle, par extraction a I'aitien solvant non aqueux.

» Absolue : Produit ayant une odeur caractéristique, obtenaréirpd’'une concrete,
d’'une pommade florale ou d’'un Résinoide par extach I'éthanol a température ambiante.
La solution éthanolique obtenue est généralemémtides et filtrée dans le but de supprimer
les cires.

* Concréte : Extrait a odeur caractéristique obtenu a partimd’umatiere premiere
fraiche d'origine végétale, par extraction au moyknn solvant non aqueux, suivie de

I'élimination de ce solvant par procédés physiques.
2 Propriétés physico-chimiques des HE

Selon Bernard et al. (1988) et Bruneton (1995) on peut résumer les propriétés

physico-chimiques des HE comme suit :

* Elles sont généralement liquides a températuraaante;

» Elles sont volatiles et tres rarement colorées ;

* Elles n'ont pas le toucher gras et onctueux deshiixes ;

» Leur densité est généralement inférieure a celleds ;

* L’indice de réfraction dépend essentiellement ddel@eur en monoterpenes et en
dérivés oxygénes. Une forte teneur en monoterpéoisera un indice élevé, cependant une

teneur élevée en dérives oxygenes produira I'affedrse ;
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» Elles sont solubles dans les alcools a titre al@&idque élevé, dans la plupart des
solvants organiques et les lipides, mais peu seldahs I'eau ;

» Elles sont douées d’'un pouvoir rotatoire puisge®lsont formées principalement de
composeés asymétriques ;

* Leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C ;

 Les HE sont stables a température ambiante si sthes conservées de maniére
adéequate : a I'abri de I'oxydation et de la polyisation provoquée par I'air, par la lumiere et

par les variations de température.
3 Composition chimique des HE

Les composants des HE sont génériguement dits madigues » en raison de leur
caractere odoriférant et non pour indiquer leuucitre chimique, ce qui peut préter a
confusion(Pibiri, 2006).

Le nombre de molécules chimiquement différentes cpmstituent une HE est
variable. La plupart sont poly-moléculaires, c’'astire composées d’'une grande diversité de
composés (jusqu’a 500 molécules différentes dark lde Rose). A cb6té des composeés
majoritaires (entre 2 et 6 généralement), on reales composeés minoritaires et un certain
nombre de constituants sous forme de tréeésri, 2006).

Les huiles essentielles sont des mélanges trépleres de molécules organiques
appartenant aux classes les plus diverses. Cesutegésont généralement des :

e Hydrocarbures : Au sein de ce groupe, on distingue les hydrogabaromatiques,
monoterpéniques (C10H16) et sesquiterpéniques (24pbldt plus rarement diterpéniques
(C20). Quelqgues fois on rencontre des hydrocarsatsés (heptane, octane, nonane, etc.).

» Composés oxygénésA l'intérieur de ce groupe on rencontre des die@atiphatiques
et cycliques, saturés et insaturés, des éthersesxylts phénols, des aldéhydes, des cétones,
des esters, des acides, des aldéhydes -phénolgctlmses, des composés sulfuf@srod—
Quillain et Grundschober, 1998)

Il existe naturellement d’autres corps quuyent entrer en faibles proportions
dans la constitution de certaines huiles esdkgtie acides organiques, cétones de faible

poids moléculaire, coumarines volatiles, flavorsicetc. Bernard et al.,1989.
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4 Localisation des huiles essentielles

Parmi les especes végétales (800 000 a 1 500 @fi0les botanistes) 10% seulement
sont dites « aromatiques », c’est-a-dire qu’ellggigtisent et sécretent d’'infimes quantités
d’essence aromatique. Les genres capables d'élalesreonstituants des HE sont répartis
dans un nombre de familles limité, exempyrtaceae Lauraceae RutaceagLamiaceae
AsteraceagCupressacegd’oaceaeZingiberaceagPiperaceadBruneton, 1999)

D’aprés Bruneton (1995, la synthése et l'accumulation des HE sont souven
associées a la présence de structures histologipagiulieres qui sont généralement
localisées sur ou a proximité de la surface dutatgé

* Cellules isolées a HE des Lauraceae ou de Zingibaeg;
* Poils sécréteurs des Lamiaceae ;
* Poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae ;

» Canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae.
5 Biosynthese des huiles essentielles

SelonBruneton (1999)seuls les terpénes les plus volatils dont la masséculaire
n'est pas trop élevée (monoterpénes et sesquitespést leurs dérivés oxygénés sont
rencontrés dans la composition des HE.

5.1 Biosynthese des monoterpenes

Le géranyldiphosphate « GDP » est considéré conemsubstrat naturel pour la
synthese des monoterpen@roteau, 1987) et suite a des étapes d’isomérisation et de
cyclisation, il se transforme en LDP (diphosphatalylique). Le LDP s'ionise et se cyclise
donnant une forme qui correspond au catisterpinyl. De cet intermédiaire universel, la
réaction peut prendre I'un des plusieurs itinésiffiggure 1). Alternativement, le catian
terpinyl peut subir davantage de cyclisation, ptaurnir I'a- ou pB-pinene (Gambliel et
Croteau, 1984) Ce cation peut aussi produirer-terpinéol, lequel apres hétérocyclisation
donne le 1,8-cineoléCroteau etal., 1994) Quelques synthasée monoterpenes produisent
les produits acycliques tels que le myrcene ehddol (Bohlmann etal., 1997).

La Figure 1, explique et illustre essentiellementst les types squelettiques des

monoterpenes, et leurs stéréoisomeéres et dérivés.
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Figure 1 : Biosynthése des monoterpéenes représerntata partir du GDP

(Rajaonarivony etal., 1992).

5.2 Biosynthese des sesquiterpenes

Tous les sesquiterpenes sont dérivés du farnébgsiihate « FDP ¢Cane, 1990) et
la diversité structurale de cette classe est plasdg que celle des monoterpénes, le nombre
des monoterpéenes avoisine les 1000 alors quedgsigerpenes sont plus de 7q@»nnolly
et Hill, 1991). De méme que les monoterpenes, la formation degpasés cyclohexanoid,
tels que a-bisabolene, exige l'isomérisation préliminairetdns-farnesyl qui est analogue a
LDP et représente le précurseur des sesquiterp&ndge d'une cyclisation ionisation-
dépendante. La plus grande taille de la chainedhe$yl permet également apres cyclisation
la formation de composeés tel que le germacref@dlby et al., 1998)et y-humulengSteele
etal., 1998) Des migrations méthyliques, et des réarrangeaeiVagner-Meerwein, permet
la génération d'une large gamme de structuresmpus led-cadinengChen etal., 1995)
I'epi-aristolochene(Facchini et Chappell, 1992) le y-selinene, le vetispiradiene et le
longifolene(Steele efl., 1998)

Les sesquiterpenes acycliques, tels queflgnésene, sont également dérivés de FDP
(Crock et al., 1997) Les mécanismes de réaction des synthases pddetidies monoterpenes
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et les synthases cytosoliques des sesquiterperiedesnpropriétés similairefAlonso et
Croteau, 1993)

6 Fonction biologique des HE

Dans la plupart des cas, la fonction biologique H&S demeure le plus souvent
obscure. Il est toutefois vraisemblable qu’elles on réle écologique aussi bien dans le
domaine des interactions végétales que dans cehiiirderactions végétales-animales : un
réle répulsif vis-a-vis des prédateurs (insectésngignons) et attractif pour les insectes
pollinisateurgBruneton, 1995).

Certains terpénes linéaires interviennent danséelbolisme de la plante, ils peuvent

étre employés comme source énergétiGuegnard, 1996).
7 Toxicité des HE

Certains auteur~ranchomme et Pénoél, 1990; Mailhebiau, 1994 basent sur la
composition des HE et les toxicités relatives damilfes biochimiques auxquelles elles
appartiennent. Une utilisation prolongée des HEhaydnes (Thuya, Absinthe, Sauge
officinale) est neurotoxique. Ces huiles, dontistel n’est pas exhaustive, sont inscrites dans
un décret du Code de la Santé Publique Francataatd#e 1986 visant a interdire leur vente
en France. Certaines d’entre elles sont néanmaingete libre dans les autres pays moins
restrictifs.(Pibiri, 2006).

En général, chez 'homme des intoxications aiguést possibles. Les accidents
graves (troubles digestifs, hypotension, hypotheynsonfusion mentale) le plus souvent
observés chez les petits enfants, sont provoquélirmgestion en quantité importante d’'HE
(10 a 30 ml) : Girofle (eugénol), Eucalyptus, Ghéite (salicylate de méthyl). Un cas de
décés aux USA a été enregistré apres l'ingestiof0dml de Gaulthéri¢Bruneton, 1999 ;
Pibiri, 2006).

8 Procédés d'extraction des HE

Difféerentes méthodes sont mises en ceuvre pourdetn des essences végétales,
cette diversité est due a la variété des matier@sipres et a la sensibilité considérable de
certains de leurs constituants qui sont plus ounmanodifiés pendant les processus de
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préparation(Bruneton, 1995) De ce fait, le choix du procédé d’extraction gaselon
plusieurs parametres a savoir :

* La nature de la matiére premiéere ;

* Larichesse en HE (le rendement) ;

» Lafragilité et la sensibilité de certains congiits aux températures élevées ;

» L’action de I'eau et sa solubilité dans les solgamganiques.

8.1 Entrainement a la vapeur

Ce procédé consiste a récupérer 'HE des plantefaisant passer a travers ces
dernieres un courant de vapeur d’eau, ces vapatuwsEss en composés organiques volatils
sont condensées et récupérées par décantation.plhé&somenes intervenants lors de
'entrainement a la vapeur seraient des phénontassiose et de diffusion libi&uenther,
1972).

L'eau résiduelle peut encore contenir une faibl@p@rtion de certains composés
volatils et peut étre utilisée sous le terme dfeaale.

8.2 Distillation a I'eau (Hydrodistillation)

Cette technigue a été proposée par Garnier en 8%, la méthode la plus utilisée
pour extraire les HE et pouvoir les séparer at'¢tar, mais aussi de fournir de meilleurs
rendements. Le principe consiste a immerger dineets la matiere végétale a traiter dans un
ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébatlit les vapeurs hétérogénes vont se
condenser sur une surface froide et 'HE sera atmsarée par différence de densité
(Bruneton, 1993)

L’extraction qui s’effectue a température élevéepth acide peut engendrer des
réactions secondaires au sein de I'HE & savoir drdiyse, élimination, cyclisation,
réarrangemenBenhabiles, 199h La durée de I'hydrodistillation qui par le cocit@rolongé

de I'eau et de la plante augmente aussi les risdjaeefacts de distillation.

8.3 Distillation mixte

C’est un processus couplant I'entrainement a l@wapt I'’hydrodistillation. Au cours
de I'extraction, la matiére végétale baignant da@i bouillante est traversée par un courant
de vapeur d’eau. Ce procédé a pour objet de réthsreactions secondaires subies par I'HE

sous l'action de I'eau acide.
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8.4 Extraction par micro-ondes sous vide

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivieps un rayonnement de micro-
ondes dans une enceinte dont la pression est eédieiifacon séquentielle, I'HE est entrainée
dans le mélange isotopique formé avec la vapewuddopre a la plante traitée. Tres rapide,
peu consommateur d’énergie, ce proceédé fournit todyit de qualité et de quantité

supérieure a celui obtenu par I'hydrodistillati@runeton, 1999)

8.5 Extraction a I'eau surchauffée

Ce mode d’extraction utilise I'eau surchauffée spusssion entre 125 et 175°C. |l
utilise I'eau désoxygénée qui traverse une celadese trouve la matiere végétale. Cette
cellule est maintenue a une pression d’environ @ let a température constante dans une
étuve. Ce procédé utilisé avec du romarin donngamidement plus élevé en composés

oxygénés que I'entrainement a la vap@asile etal., 1998)

8.6 Extraction distillations simultanées (SDE)

L’extraction par distillation simultanée @DE (SimultaneoudDistillation Extraction)
est une extraction liquide — liquide qui est medées un appareil de Likens et Nikerson
modifié. Son principe est le suivant : les composgatils entrainés a la vapeur d’eau sont
extraits par des vapeurs de solvant que I'on casml@msuite dans un réfrigérant puis on
recycle en continu le solvant. Cet appareillaggal@ment concu pour I'étude de la biere a,

par la suite été étendu a un grand nombre d’ar@wersnin, 1982).

8.7 Extraction au moyen de solvants

Certains organes de végétaux, en particulier leard] sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainememtvadeur d’eau et I'’hydrodistillation. C’est
le cas des fleurs de jasmin, d’ceillet, de tubéreeise Il faut donc, pour ces végétaux, recourir
a d’autres méthodes d’extraction des composés otkovalatils, telle que I'extraction par les
solvants fixes (enfleurage et macération) et Mslé@Barnero, 1996)

8.7.1 Extraction par solvants volatils

SelonBanthorpe et Charwood (1972)elle consiste a la mise en contact de la matiére
végeétale avec un solvant qui dissout et extraittesstituants odorants solubles de la plante,

le solvant ainsi chargé (le miscella) est enswitgére et recupére.

10
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SelonBruneton (1995),les solvants les plus utilisés sont : le benzéhexane, les

alcools (méthanol et éthanol), les cétones etdesmsts chlorés.

8.7.2 Extraction par solvants fixes

Les solvants fixes utilisés sont principalement degieres grasses, I'extraction peut

étre réalisée a froid « procédé d’enfleurage » oadud « macération ou digestion ».
« Enfleurage

Ce procédé met a profit le caractere liposolubkatenposants odorants des végétaux
(Bruneton, 1993. Il consiste a mettre en contact la fleur aveccarps gras qui se sature
d’essence puis ce dernier sera épuisé par un s@vaporé sous vide par la suite.

Cette méthode qui nécessite une importante mainvdoen'est utilisée que pour
certaines fleurs trés fragiles telle que : le jasmi la tubéreuseGrassmann et Elstner,
2003)

* Macération

Ce procédé exige que les graisses utilisées soentdes (40-60°C), ce qui a pour
effet d’'augmenter leur pouvoir adsorbant. Cetténeque est rapide et s’applique aux fleurs
dont I'activité physiologique cesse a la cueillettextraction est réalisée par immersion des
fleurs fraichement cueillies et constamment renl@@ge dans un bac de graisses chaudes
jusqu'a atteindre la saturation. Un épuisemenaladbl absolu est généralement appliqué sur

cette graisséBlakeway et Salerno, 1987)

8.8 Extraction au CO , liquide ou supercritique

L’extraction au CQ liquide ou supercritique est une méthode d’eximacmoderne,
elle est basée sur le fait que certains gaz, no@rhte CQ, dans des conditions de pression
et de température dites critiques (PC=73,82 bar€e31,06°C) ou supercritiques, présentent
un pouvoir de dissolution accru vis-a-vis de divesmposés tels que les HE, les ardbmes, les
colorants naturels, et(Crabas etal., 2003)

Cette méthode fournit un composé dont les qualidsrelles sont reproduites trés
fidelement, et complétement dépourvu de résidusotlants méme a I'état de traces infimes.
Elle est donc utilisée dans I'industrie alimentam@amment pour I'extraction des produits
antioxydants des condiments comme la Sauge etrie@aRo(Benhabiles, 1995).

11
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8.9 Expression a froid

Cette technique consiste a récupérer les compad&tils par des moyens mécaniques
(abrasion, compression, incision, perforation).ddtient ainsi une HE.
Cette technologie est utilisée industriellement rptabtention d'HE d'agrumes. En

général, on couple la récupération d'HE avec Bexitvn du jugRichard, 1992).
9 Analyse des huiles essentielles

L’analyse chimique des HE est généralement réafiaééa chromatographie en phase
gaz (analyse guantitative) et la chromatographi@tease gaz couplée a la spectrométrie de
masse qui permet une séparation nette et une fidatiin précise des composés d'une

essence vegeétalkahlou, 2004)

9.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Depuis plus d’'une trentaine d’années la CPG s'@gtldppéee irrésistiblement. Elle est
devenue une méthode de choix pour la séparation diélange complexe de produits
volatils.

A l'aide de la CPG, les mélanges trés complexesuthstances volatiles peuvent étre

sépares, identifiés et quantifiés dans un tempsivement brefRichard et Multon, 1992)

9.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée avec la
spectrométrie de masse (CG-SM)

Le développement important de la spectrométrie desm dans l'identification des
constituants complexes a été rendu possible grdceoaplage de la chromatographie en
phase gazeuse directement avec la spectrométnmastee. Grace a ce couplage, il n’était plus
nécessaire de recourir a l'isolement des constisuyaurs par chromatographie préparative, et
simultanément il devenait possible d’obtenir uncsge de masse interprétable pour des
guantités de substance qui allaient du micrograram@anogramméRichard et Multon,
1992)

En effet, I'utilisation de la CPG a haute résolnti@olonne capillaire) couplée a la
spectrométrie a basse échelle de masse, le t@adlbutil informatique (micro-processeur),

permet le développement de méthodes d’identifiodiables et rapide@Benhabiles, 1995)

12
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* Principe

L’échantillon a analyser est introduit dans le chatographe puis séparé et analyse.
Les différents constituants gazeux arrivent danshembre d’ionisation du spectromeétre de
masse ou ils sont fragmentés. Les ions issus filagementation sont dirigés vers le dispositif
de séparation, ils sont alors triés suivant leppoat masse/charge, puis leur répartition est
donnée sous la forme d’un spectre de méssielou, 2004)

L’appareillage de spectrométrie de masse comprend ttois parties principales :

* Une chambre d’ionisation ;
* Un systéme analyseur pour la séparation des ions ;
* Un ensemble de détection, amplification et enregisént.

Un appareillage de CG-SM permet donc de fourniclhmomatogramme accompagné
d'un ensemble de spectres de masse correspondbidietification précise de chaque
constituant séparé par la CPG. C’est donc une igae@mle pointe permettant la connaissance
d’échantillons parfois complexes en un temps togstc

10 Principaux domaines d’application des HE

Par leurs nombreuses et diverses propriétées, &gasl aromatiques et leurs essences
trouvent leurs emploi dans de multiples domainbsstgjue : I'alimentation, la pharmacie, la

parfumerie, 'aromathérapie et aut{@ichard, 1992)

10.1 Pharmacologie

De nombreuses HE se trouvent dans la formule dés grand nombre de produit
pharmaceutique : sirop, gouttes, gélules. Ellesreah aussi dans la préparation d’infusion

telle que : la verveine, le thym, la menthe etesitr

10.2 Aromathérapie

En stimulant le systeme nerveux, les ardbmes delmhifent un ordre d'autorégulation.
Plus précisément, I'aromathérapie prépare le caodpster contre la maladie en stimulant le
réflexed'auto-guérison et en modifiant la structure chireigles liquides corporels (la salive,
le sang, la lymphe). Les HE ont également une enite sur les sécrétions hormonales, sur

I'équilibre endocrinien et sur les réactions neé@gaétatives corporellé®doul, 2003)

13
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10.3 Industries agroalimentaires

Plusieurs segments alimentaires utilisent, & dediréss, les HE qui leur offrent un
formidable potentiel de leurs notes aromatiquessdam registre infiniment varié. On les
retrouve presque dans tous les secteurs alimesitdioessons non alcoolisées, confiseries,
produits laitiers, soupes, sauces, produits deangelrie, produits carnés...efdichard,
1992)

Cependant, c'est seulement récemment que beaucatipntion a été donnée a
I'application potentielle d’'HE comme conservateetsceci est di a la présence dans ces
dernieres de composés ayant des propriétés artioecmnes et antioxydanteSnith-Palmer
etal., 1998)

La part des HE dans l'aromatisation ne cesse diérerau dépend des composés
aromatiques de synthese, a coté de dérivés defdmaragion de fruits, les HE ont

vraisemblablement encore une progression poumtanchéBruneton, 1993)

14
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Il Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent I'un des groupes less phombreux et largement
distribués des substances dans le royaume desauggeéivec plus de 8000 structures
phénoliques connues. Les polyphénols sont des psodu métabolisme secondaire des
végétaux et présents dans tous les organes dane plls résultent biogénétiquement de deux
voies synthétiques principales : la voie shikingitia voie acétat@ ugasi etal., 2003).

Les composés polyphénoliques sont constitués ddyamnaromatique comportant une
ou plusieurs fonctions hydroxyles ainsi que desugements fonctionnels (ester, méthyle

ester, glycosides).
1 Classification des composés phénoliques

SelonHarborne (1989) les polyphénols peuvent étre divisés en au mbinslasses
différentes selon leur structure chimique de bBsewvent s'étendre de molécules simples, tels
gue les acides phénoliques, aux composés fortgmogyrhérisés, tels que des tannfhagasi
etal., 2003)

Les composés phénoliques (acides phénoliques, nitAsles simples et
proanthocyanidines) forment le groupe des compphlgchimiques le plus important des
plantegBeta etal., 2005)

La Figure 2, montre la structure de quelques coégpphénoliques.

OH
flavonols
J-caeching

HO  Acide gallique HO

HO
OH
HO
OH 0

Figure 2 : Structure de quelques composés phénoliga (Wang et Mazza, 2002).

1.1 Les acides phénoliques

Ces acides sont contenus dans un certain nombpéadtes agricoles et médicinales

(Psotova etal., 2003) Comme exemple d’acide phénolique, on cite : tlaathlorogénique,
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l'acide caféique, l'acide protocatechique, l'acidanillique, I'acide férulique, l'acide
sinapique et I'acide gallique.

lIs sont considérés comme substances phytochimigues des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire.utdoxicité est faible et considéré non
toxique. Pharmacologiquement, le mieux caractéessiel'acide caféiqugPsotova etal.,
2003).Cet acide ainsi que l'acide férulique empécherfotenation du cancer des poumons
chez les souris alors que l'acide gallique inhidddrmation du cancer cesophagien chez les
rats(Hale, 2003)

1.2 Les tannins

Les tannins sont des polyphénols polaires d’orgjimégétales, existent dans presque
chaque partie de la plante : écorce, bois, feuiflests et racines, leurs poids moléculaires
s’étendent de 500 a 3 0QDowan, 1999) Il est difficile de les séparer dans un extragétal,
parce que de nombreux isomeres avec une base Hadléctrés semblable coexistent
(Berthod et al., 1999) En plus, des propriétés classiques des phémraslsahnins précipitent

les alcaloides, la gélatine et les protéines.

1.3 Les flavonoides

Les flavonoides représentent une trés large ganencerdposés naturels appartenant a
la famille des polyphénols, ils sont considérés mendes pigments quasi universels des
végétaux, dont plusieurs sont responsables dewovilee des fleurs, des fruits et des feuilles
(Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005)

1.3.1 Structure et classification des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique camenet par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base a quinze atomesrhkenes, constitué de deux unités
aromatiques; deux cycles ens (A et B), reliés par un hétérocycle ers Figure 3)
(Bruneton, 1999; Pietta, 2001

Structuralement les flavonoides se répartisseplugieurs classes de molécules selon
le degré d’oxydation et la nature des substitugués sur le cycle Pietta, 2000)

14 groupes différents ont été identifies dont smuges sont particulierement les plus
répandus et les mieux caractérisés ; flavoneslaigmies, flavanones, flavanols, flavonols,
anthocyanidinegHeim et al, 2002 ; Hendrich, 2006)
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Les composeés de chaque classe se distinguenteentygar le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxylethaxyes et autres. . .) sur les deux cycles
aromatiques A et BHeim et al.,2002).Dans les flavonoides au sens strict, le deuxiéroke c
benzéne (B) se lie a I'hétérocycle (C) en posiohorsque la liaison s’effectue en position
3, les composeés résultants sont appelés isofladesoEn plus, I'hétérocycle (C) peut étre
une pyrone (flavone) ou son dihydrodérivé (flavaajonLa fixation d’'un groupement
hydroxyle (OH) sur le carbone 3 dans les deux céséulents constitue respectivement les
flavonols et les flavanonol@Birt et al., 2001) A I'état naturel, on trouve trés souvent les
flavonoides sous forme de glycosides. Une ou pluside leurs fonctions hydroxyles sont
alors glycosylés. La partie du flavonoide autre usucre est appelée aglycone ou génine,
lunité glycosidique la plus commune est le glucoseis par fois elle peut étre
glucorhamnose, galactose, arabinose ou rhan({kzsm et al., 2002)

Figure 3 : Structure générale du noyau des flavondés (Heim etal., 2002)

1.3.2 Biosynthese des flavonoides

Elle se fait a partir d’un précurseur commun, taatéydroxychalcone (figure 4). Cette
chalcone métabolisée sous l'action d’enzyme ; laladme isomérase, en naringenine. Sur
cette derniere agit la flavone synthase pour donapigénine ou le dihydroflavonol.

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol bgise, se métabolise en kaempférol
ou en leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étrepriscurseur des flavan-3-ols et
anthocyanidols, ce dernier sous l'action de la g§hgosyltransférase, se transforme en
anthocyanosid@Marfak , 2003)
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OH (]
4.2°.4° 6" -vé trahvd roxy chalcone

chafcone-isomerase

flavone-synihase

(1) Mavanone: naringénine

{ 25 - flavanone-3-hvdroxviase

HO
flavanol-svithase

L

(3) dih ydroflavonol: {2ZR.3R )-dihyd rokae mplérol

dilivdraflavenol-4-réductase

{7} anthocyanidok: pélargonidol (%) anthocyanoside: pélargonidol-3-0-glucoside

Figure 4 : Biosynthese des flavonoides (Bruneton929).
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2 ROole physiologique des composés phénoliques

Les flavonoides et d'autres polyphénols sont plarient responsables des qualités
sensorielles et alimentaires des aliments végétdastringence et I'amertume des nourritures
et des boissons dépendent de la teneur des pobyistiEngasi etal., 2003)

Des anciens travauAlibert et al., 1977)ont montré que les phénols seraient associés
a de nombreux processus physiologiques : croissaoekulaire, différenciation,
organogenese, dormance des bourgeons, floraigohéstsation.

Les flavonoides sont des pigments responsablea deldration des fleurs, des fruits
et des feuilles. lls sont universellement préseatss la cuticule foliaire et dans les cellules
epidermiques des feuilles, et sont susceptiblessdiar la protection des tissus contre les
effets nocifs du rayonnement UWadi, 2004).

Les pigments responsables de la coloration dessfleprésentent des signaux visuels
qui attirent des animaux pollinisateurs. La plugietces pigments sont des anthocyanes, des
aurones et des chalcones. D’autres polyphénolsorestels que des flavonols et flavanones
interagissent avec des anthocyanes pour altéregoppigmentation, la couleur des fleurs et
fruits (Brouillard et al., 1997)

Les cellules végétales répondent au stimuli enmieomental en synthétisant les
meétabolites secondaires qui peuvent les protégetreedes agents de l'agression par la
formation d’un tissu cicatriciel résistant aux ictiens(Misirli et al., 2001).

L'attaque de microbe pathogéne telle que le viasspactéries ou les myceétes induit
une cascade de réactions qui peuvent mener aiséaréee étant exprimée a I'emplacement de
I'infection ou dans d'autres parties non infectdeda plante. Cette résistance systémique
implique l'existence d'un signal endogene transfird'emplacement d'infection a d'autres
parties de la plante. On pense que la premiére éapnécanisme de la défense comporte une
accumulation rapide des phénols a I'emplacemenrfedtion, qui fonctionnent pour ralentir la
croissance du microbe pathogéhgsirli et al., 2001)

La capacité d'une espece végétale a résister dadisd des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la tearucomposés phénoliguéRees et
Harborne, 1985) Les mécanismes de l'action et de l'interactioie® produits chimiques
gu'ils contiennent demeurent dans la plupart indéteés. Des chercheurs deviennent
graduellement intéressés dans l'identificationptegipes actifs dans les extraits avec I'étude

complémentaire intensive de leurs mécanismes afg@un etal., 2002)
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Les principales activités biologiques des comp@&noliques sont resumeées dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 1 :Activités biologiques des composés phénoliques.

Polyphénols Principales activités

Acides phénols (cinnamique et benzoiquéntibactériens, antifongiques et
antioxydants.

Coumarines Vasoprotectrices et anticedémateuses.

Flavonoides Antitumorales,  anticarcinogénes, anti-

inflammatoires, hypotenseurs, diurétiques et

antioxydants.
Anthocyanes Protection des veines et capillaires.
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le gele,

antioxydants, antitumorfales, antifongiques
et anti-inflammatoires.

Tanins galliques et catéchiques Antioxydants.
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Monographie especes étudiées

Les labiées

La famille des Labiées est constituée de plantésaées ou petits arbrisseaux a tige
et rameaux plus ou moins carrés. Les feuilles sppbsées ou verticillées a poils glanduleux.
Les fleurs sont hermaphrodites, irrégulieres a 4 alivisions. La corolle est généralement
bilabiée et longuement tubuleuse. Les fruits sonstitués par 4 akénes plus ou moins soudés
par leur face interne et diversement org&sichiger etal., 2004)

C’est a bon droit que I'on a dit que la famille dabiées constitue une véritable
« pharmacie botanique », car celle-ci englobe unbwe considérable de plantes médicinales

tels que le basilic, la sarriette, la marjolainéeghym (Anietot, 1988)

1 Le thym

1.1 Historique

L’origine du mot latin « Thymus » n'est pas toat fait tranchée. Certains auteurs
supposent qu’il provient du Grec thyo (parfuméshe autre interprétation étymologique
considére qu’il provient du mot grec « thymos suf@ge, forceMorales, 2002) Cette
derniere supposition est la plus rapportée daligdeature.

Plante sacrée dans l'antiquité, le thym était umtsyle de force chez les romains ; il
était brdlé au cours des sacrifices et utilisé menencens dans les temples grecs, on s'en
servait aussi pour aromatiser les fromages ebdessons alcooliques et les militaires en
mettaient dans leur bain pour se donner de la vigue

Théophraste et Dioscoride, en Grece, le algaipropre a calmer les
convulsions, a réduire les inflammations det&stin et du foie, a provoquer les régles
lorsqu’elles sont défectueuses, et a calmer lesnsgm de toute nature. Charlemagne, quant a

lui, en avait ordonné la culture dans ses capregédMességue, 1975)
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1.2 Caractéristiques botaniques

1.2.1 Description morphologique

Les thyms Thymu$ sont des plantes basses sous ligneuses a detiibes plus ou
moins contractées, ponctuées et odorantes. Lesrasflences sont en faux verticilles, le
calice est tubuleux a deux levres et la corollgokst ou moins exserte a deux levres aussi et a
4 étamines saillantes. lls poussent de facon spéetaur les coteaux secs et rocailleux et

dans les garrigugQuezel et Santa, 1963)

1.2.2 Classification

Le genrethymusest I'un des huit plus importants genres de la lfandies lamiaceae
(Labiatae), compte tenu du nombre d’especes quiilprend, bien que ce nombre varie selon
le point de vue taxonomique.

L’'extréme variabilité et les hybridations intersifigies, ont rendu la détermination
des especes tres délicéfauezel et Santa, 196351 I'on choisit les critéres qui minimisent la
variabilité, les données disponibles rapportent 8peces pour le genre Thymus. C’est un
nombre qui n'est dépassé que par les genres Shlyjis, Scutellaria, Stachys, Teucrium,
Nepeta, PlectranthyMorales, 2002).

Le thym appartient au :

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales

Sous ordre Verbénacées

Famille Lamiaceae (Labiae)
Sous-famille Stachyoideae

Genre Thymus
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1.3 Localisation et répartition géographique

« Dans le monde

Le thym est distribué dans le vieux continent, Issrcotes du Groenland et dans la

région macaronisienne (les canaries, Madére étdeees).

C’est une plante tres répandue dans le nord @igsain (Maroc, Tunisie, Algérie

et Libye) ainsi que dans les montagnes d’Ethidpemontagnes d’Arabie du sud ouest et la

péninsule de Sinai. Passant par les régions at@ésésie occidentale jusqu’a I'Himalaya, il

peut méme atteindre les limites de la région t@piet du Japon. Dans le nord, il pousse en

Sibérie et en Europe nordiquialas, 197).

» En Algérie

Pour I'Algérie, Quezel et Santa (1963)écrivent 12 espéces de thym dont huit sont

endémiques a I'Algérie et a I'Afrique du Nord.

Tableau 2 : Localisation géographique des espéces thym en Algérie

Especes

Localisation et caractéristique

Thymus pallescende Noé

Commun dans le Tell et endémique a I'Algérie.

Thymus capitatud..

Trés rare dans le sous secteur de I'Atlagetell

Thymus dreatensiBatt.

Trés rare dans le sous secteur du Tell constastetale la petite

Kabylie.

Thymus numidicusPoiret

Assez rare dans le sous secteur de |'Atlas teltlans le secteur du
Tell constantinois et dans la petite et grande Kaby

Thymus guyoniide Noé

Rare dans les hauts plateaux algérois, orana@mstantinois.

Thymus lanceolatuPestf.

Rare dans le sous secteur de I'Atlas tellien (Teehde I'Atlas
saharien (Médéa), dans le sous secteur des hatgayk algérois,
oranais (Tiaret) et constantinois (Aumale).

Thymus pallidusCoss.

Trés rare dans le sous secteur de I'Adlaargen constantinois.

Thymus glandulosid.ag.

Trés rare dans le sous secteur des haueaplatlgérois et oranais

Thymus hirtusWwilld.

Commun sauf sur le littoral.

Thymus algériensifoiss.

et Reuter

Tres commun dans toutes les régions montagneusa® etilleurs.

Thymus munbyanu®est.

Endémique dans le Nord du secteur algérois.

(Source Quezel et Santa, 1963
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1.4 Composition chimique des HE du thym

La variabilité chimiqgue des HE du thym dépend desiglurs facteurs, qui
généralement sont d’ordre climatiques et envirorergales(Loziené et al., 2007) Mais

peuvent étre aussi d’ordre génétique et saisofsti@ie vegeétatif).

Tableau 3 : Composé dominant des HE de différentesspeces de thym

Especes Composé dominant Références

Thymus numidicus Thymol (62,2%) Kabouche? etal., 2005
Thymus daenensidaenensis  Thymol (74,7 %) Nickavar et al., 2005
Thymus kotschyanus Thymol (38,6%) Nickavar et al., 2005
Thymus mastichina 1,8 Cineole (47,13 %) Oussalah etal., 2006
Thymus citriodorus Géraniol (36,4 %) Sacchetti etal., 2005
Thymus serpyllum Cavacrol (32,90 %) Oussalah etal., 2006
Thymus vulgaris linaloliferum  Linalool (59,72 %) Oussalah etal., 2006

2 La germandrée

2.1 Historique

Le nomTeucriumest dédié a Teucer de Troie, qui découvrit ditesnpropriétés de la
germandrééBeloued, 2005)C’est une plante dont 'usage remonte a pres de ohéles ans.
"Djaidd’ chez les Arabes ou plus communément Herbe de Maltee est connue pour ses
propriétés cicatrisantes, diurétiques, diaphorésgantipyrétiques, antispasmodiques et anti-

inflammatoires.
2.2 Caractéristiques botaniques

2.2.1 Description

La germandrée polium est un sous arbrisseau a goussnbreuses pouvant atteindre
45 cm de haut. Les rameaux peuvent étres dress&scendants avec un tomenteux blanc ou
doré. Les feuilles dont la taille varie de 7 a 2ih reont presque sans pétiole, opposées ou
groupées en bouquet. Les fleurs sont en grappeesi@u sommet des rameaux, les feuilles
sont oblongues, entieres et crénelées. La corellé §re blanche, jaune a rose ou pourpre, le

fruit quant a lui est indéhisce(Bartels A., 1998)
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2.2.2 Classification

Ci-dessous la classification botanique de la gedré:
Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)

Sous embranchemeni Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales

Sous ordre Verbéninées

Famille Lamiaceae (Labiae)

Genre Teucrium

2.3 Répartition géographique

» Dans le monde
Il existe plus de 300 espéces de germandrée répartiravers le monde. L'espéce
s’étend de I'Asie occidentale en passant par I'Beret le Maghreb et jusqu’au nord de
I’Amérique. Elle est trés répondue en méditerrgdgérie, Tunisie, Espagne, France, ltalie),
mais on la trouve également en Iran et en Turqgliesg en Scandinavie au nord et méme au
Canada a I'ouest.
* En Algérie
Le genreTeucriumest présent en Algérie avec 22 especes et 12espgsegQuezel
et Santa, 1963)

Tableau 4 : Localisation géographique de quelguespéces de germandrée.

Espéeces Localisation et caractéristique

Rare dans les sous secteurs des Hauts
Teucrium campanulatumi_. Plateaux et dans le secteur de I'Atlas

Saharien. Tres rare ailleurs.

Trés rare dans le secteur du Tell

Teucrium spinosurmi. -
constantinois.

Teucrium resupinatumDest. Commun dans le Tell et trés rare ailleurs.

_ o ) Trés rare dans le sous secteur des Sahels
Teucrium mauritanicumde Noé .
littoraux.

25



Etude bibliographique Chapitre 1l : Monographie des especes étesli

_ Assez commun dans le Tell et dans le sous
Teucrium chamaedry4. ) o
secteur de I'Atlas Saharien constantinois.

Teucrium kabylicumBatt. Trés rare dans le secteur Kabyle.

_ _ Rare dans le secteur oranais et sous secteur
Teucrium fruticansL. o )
des Hauts Plateaux algérois et oranais.

. Tres rare dans le sous secteur des Sahels
Teucrium montanumdL.

littoraux.
Teucrium bracteatunbDesf. Assez commun dans le secteur oranais.
Teucrium flavumL. Commun dans toute I'Algérie.

. . _ . Assez commun dans le sous secteur de
Teucrium poliumsspaurasiacumMaire _ o
I'’Atlas Saharien constantinois.

Teucrium poliumsspcapitatumL. Trés commun dans toute I'Algérie.

. . o Rare dans les sous secteurs de I'Atlas
Teucrium poliumsspcylindricum L. . _ o
Saharien oranais et constantinois.

(Source Quezel et santa, 1963

2.4 Composition chimique des HE de germandrée

Les études menées sur la composition des HE déretities especes de germandrée
ont montré que, celles-ci étaient majoritairemeamistituées par ded*Pinene et d@-Pinene,
du B-Caryophyllene et du Germacrene D ou par du t-@ahaihou de lx-Cadinol(Kabouche
et al., 2006) comme on peut trouver des HE a LinalolfEudesmol tel que nous le montre

le tableau 5.

Tableau 5 : Composé dominant des HE de différentessspéces germandrée.

Espéeces Composé dominant Références
Teucrium atratum t-Cadinol (45,3%) Kabouché? etal., 2005
Teucrium poliunsspaurasiacum  o-Cadinol (46,8%) Kabouché? etal., 2005
Teucrium poliunsspcylindricum B-Eudesmol (non précisé) Cozzani etal., 2005

Teucrium scorodoniaspscorodonia Germacrene B (26,2%) Maccioni etal., 2007
Teucrium flavum B-Caryophyllene (30,6%) Baher et Milza, 2003

Teucrium mascatenses Linalol (27,8%) Hisham etal., 2006
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3 Le Calament

3.1 Historique

On appelle « calament » un certain nombre d’espgegdantes vivaces de la famille
des Lamiaceae originaires d'Europe et d'Asie occidentale (plugcpément d’lran et
d’Europe centrale). Ce sont des plantes des baigceailles incultes, proches de la menthe,
dont on utilise les tiges, feuilles et les fleurs.

Le calament des montagnes pouvait étre un desplasltconstituants de la thériaque

de la pharmacopée maritime occidentale au X\éigcle.
3.2 Caractéristigues botaniques

3.2.1 Description

Les calaments sont des plantes vivaces aromatayirdkrescences en cymes laches
et pédonculées:euilles ovales entieres ou faiblement dentéesaradke citron ou de menthe.
Corolles roses ou violacées, bien plus longueslejgalice. Les étamines par paires, un peu

conniventes, le fruit quant a lui est ovoide etdifQuezel et santa, 1963

3.2.2 Classification

Les calaments appartiennent aux sous gendesmos Micromerig Clinopodiumet
Calamintha qui sont regroupés au sein du méme gSatareja.

Ci-dessous la classification botanique du calament

Regne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales

Sous ordre Verbéninées

Famille Lamiaceae (Labiae)

Genre Satureja
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3.3 Répartition géographique

» Dans le monde
Il existe environ 50 especes du sous getatamintharepartis dans les régions
tempérées de I'hémisphére nord, elles sont repanetuéran et en Europe centrale.
* En Algérie
Le genreSaturejaest présent en Algérie avec quatre sous geni@sri ges derniers
le sous genr€alamintharegroupe cing especes et trois sous espénez€l et santa, 1963).

Tableau 6 : Localisation géographiqgue de quelguesspeces appartenant au genre

Satureja.

Especes Localisation et caractéristique

Satureja baborensigatt (Calamintha Dans les Forets humides des montagnes.

grandiflora) Rare dans le massif des babors

Rocailles calcaires.

Satureja candidissim#riq. Commune dans le secteur oranais et ses
environs.
Satureja pomeliBrig. Commune dans les foréts.

Rare dans le massif des babors.

Satureja hispidulaMaire. Foréts de chene-liege.
Trés rare a I'est de Collo.

Satureja calaminthassp.nepeta

L.(Calamintha nepeta Assez rare dans le Tell surtout en montagne.

Satureja calaminthassp.adscendensord. | Tras commune dans tout le Tell.

Satureja calaminthassp.SilvaticaBriq. Rare dans le massif des babors Hauts
Plateaux. Rare a 'est de Collo.

(Source Quezel et santa, 1963

3.4 Composition chimique des HE de calament

Les études menées sur la composition des HE deaméces de calament a savoir :
Calamintha sylvaticeet Calamintha vardarensisnontre que le composé majoritaire de ces
deux huiles est le cis-piperitone oxide avec 6566%83.9% a 59.2% po@. vardarensietC.
sylvatica respectivement. Le rendement en HE pour ces espésesle 1.54% pour
C.vardarensiet de 0.11% a 0.94 % paoQr sylvatica(Mimica-Dukic et al., 2004).
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Les cupressacées

Les espéces de la famille des cupressacées somttéragées par des feuilles
squamiformes (en forme d’écailles) ou en alenes.ddmes males ou femelle sont de petites
tailles. Chez certains genres les écailles devi@nrencrescentes et complétement
enveloppantes. Il se forme ainsi un galbule (sdeefruit en forme de baie). Dans cette

famille on retrouve les genre€allitris, CupresseustJuniperus

1 Le Genévrier

1.1 Historique

Le terme latijuniperus est étymologiquement peu clair. Une hypothéderkat venir
du celtegen « buisson », eprus « acre ». Selon une autre hypothésexom se composerait
des mots latingunior' « plus jeune » epareré « apparaitre » en référence au fait que deux
générations de baies existent en méme temps (Isgqaines apparaissent avant que les baies
madres tombent).

Le genévrier est une plante protectrice qui seboirddition chrétienne, il cacha la
Vierge et I'enfant Jésus des soldats de I'HérodecAses branches piquantes il repousse les
troupeaux au paturage I'odeur de ses baies détol@siehiens sauvages et protege les petits
animaux de la forét tels que les lievres et lesaig(Teuscher, 2005)Certaines especes de
genévrier peuvent vivre plus de 1000 éddams, 1999).

1.2 Caractéristiques botaniques

1.2.1 Classification

Le genreJuniperuscomprend environ 60 especes, qui poussent daamiliphere
Nord. On peut citer :Juniperus chinensis, Juniperus communis, Junipdtugifera,
Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus, Junipesabkina, Juniperus virginianaet

Juniperus drupacea.
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Ci-dessous la classification botanique du calament
Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Gymnospermes

Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Genre Juniperus

1.2.2 Description

Les genévriers Juniperus sp sont des arbres ou arbustes aromatiques aekuill
opposées ou verticillées en aiguille ou en écallless cones males petits, terminaux ou
axillaires. Les cones femelles formés d’'un petimbee d’écailles charnues plus au moins
concrescentes a maturité et donnant naissance &sarte de baie charnuea baie de
genévrier est traditionnellement utilisée pour fiser la digestion grace a ses propriétés

tonique et apéritive.

1.3 Répatrtition géographique
* Dans le monde
C’est une espéce méditerranéenne que I'on trouverarce (littoral méditerranéen et
Alpes), dans les trois pays de I'Afrique du Nom,&yrénaique. En Afrique du Nord il couvre
450.000 hectares.
* En Algérie
Le genévrier couvre environ 290.000 hectares ayérd. Il recule de plus en plus
dans I'Atlas Saharien et sur le versant du sud danGAtlas sous l'action du climat

désertique ; mais surtout sous celle de 'lhomnuesttroupeauBoudy, 1952).

1.4 Composition chimique des HE de genévrier

Les études menées sur la composition des HE diratities especes de genévrier ont
montré que, celles-ci étaient majoritairement daurésts de : B-Pinéned-3-caréne, sabinene,
a-phellandrénelimonene, linalol, piperitine et linalyl acétatasili et al., 2008 ; Adams et
al., 2003 ; Barrero etal., 2006 et Dob eal., 2008)
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Dans les extraits de feuilles de genévrier on teougénéralement des
hydroxycoumrine: ombelliferone, des flavonoides : rutine, quentjtisoquercitrin et des
proanthocyanidinescatéchine, épicatéchine, gallocatéchin.

2 Le Thuya de Berbérie

2.1 Historique

Le thuya de Berbérie otietraclinis articulataappelé « Berbouch » en berbere, a été
décrit par VAHL en 1791 sous le nom @huya articulata; il a été par la suite reporté par
BENTH en 1883 au genkeallitris representé par I'espec€allitris quadrivalvisou au genre
Tetraclinis(Tetraclinis articulatd (Maire, 1952)

Le bois de ce Thuya est surtout utilisé dans léesea@rtisanal en menuiserie et en
ébénisterie ou comme bois de chauffage. En phytapied différentes parties de la plante
sont utilisées contre les fievres enfantines, leslalirs gastriques, les fortes diarrhées, le

diabéte, I'hypertension, et€Touayli, 2002 ; Ziyyat etal., 1997)
2.2 Caractéristiques botaniques

2.2.1 Description

SelonLapie et Maige (1914)Je thuya de Berbérie est un arbre ou arbuste téaise
par une cime claire et pyramidale. L’enracinememine un réseau de racines tres serrées
fixant ainsi I'arbre dans les sols rocheux et dédli Les feuilles sont persistantes et réduites
en écailles squamiformes, opposées elles sont qodes par deux donnant des rameaux

aplatis, vert et articulés d’ou le nom @etraclinis articulataou Thuya articulé.

2.2.2 Classification

Le thuya de Berbérie appartient a la famille degressaceae et au geriegraclinis

qui ne comprend qu’une seule espé&eg&aclinis articulata.
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Ci-dessous la classification botanique de thuyBetbérie:
Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Gymnospermes

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Cupressaceae

Sous famille Callitroidées

Genre Tetraclinis, Callitris

Espece Tetraclinis articulataou Callitris quadrivalvis

2.3 Répartition géographique

» Dans le monde
C'est une especendémique d'Afrigue du nord occidentale (Maroc, élg et
Tunisie). En dehors de cette zone, on rencontréqges petites localités au sud-est de
'Espagne (province de Carthagéne) et a I'lle détéfAchhal, 1986).
* En Algérie
Le thuya est surtout abondant dans la partie ootatke (Tell Oranais et Ouarsenis).
Toute fois, il existe par pied isolés ou par pelitaiquets jusqu’a I'entrée de la Kabylie
(Dellys et Lakhdaria), dans la vallée de I'oued@ailrsqu’au vers M’chdelllah ainsi que dans
les gorges de Kherrata. Il manque dans le Telkteoninois et dans la partie centrale et

orientale du tell Algéroi§Quezel et santa, 1963

2.4 Composition chimique des HE de thuya de Berbér e

Les études menées sur la composition des HE de ttheyBerbérie ont montré que,
celles-ci étaient majoritairement constituées parl’dcetate de bornyl;Pinene, camphre,
limonene et widdrol pouT.articulatade la région de Khemisset au Mar@ourkhiss® et
al., 2007)et essentiellemnt de naphtalen, Z-muurolene, camghZf-ocimene et nonanol

pourT.articulatade Tunisig Tékaya-Karoui et al., 2007).
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Oxydation et activité antioxydante

Introduction

Les lipides forment une classe de constituantsobiques nutritionnellement
importants pour la part calorique et l'apport ip#issable d'acides gras essentiels et de
vitamines liposolubles qu'’ils présentent dansrddon alimentaire.

Lorsqu’ils sont extraits de leur contexte de prtecnaturelle, tous les corps gras (ou
lipides ou matiéres grasses) subissent au coulsude conservations ou transformation des
altérations de type oxydatif.

L’auto-oxydation d’un corps gras est un phénomamerment chimique tres complexe
mettant en jeu des réactions radicalaires capadels&uto-entretenir et qui ne nécessitent que
la présence de l'oxygéne atmosphérique. Les premoduits instables sont des
hydroperoxydes dont la structure va dépendre deatare des acides gras attaqués. Les
radicaux qui en dérivent par scission, conduiseti¢ anultiples produits secondaires dont la
nature et les proportions dépendent de plusieusnpzres. Parmi ces produits, apparaissent
des molécules volatiles (aldéhydes, hydrocarburémnes,...) qui engendrent des pertes
considérables au niveau des qualités organolegtigti@utritionnelles de la matrice qui les
contient, avec I'apparition d’'une flaveur caragBgue «rance» modifiant ainsi la qualité
marchande du produit et conditionne directementigge de vigCrapiste et al., 1999 ;
Kazuhisa, 2001 ; Judde, 2004)

Pour limiter ces dégats, la présence de produdffeds ralentisseurs (chélateurs de
métaux, absorbeurs d’oxygéne ...) de molécules ditexydantes serait indispensable.

1 Mécanismes généraux de I'oxydation des lipides

D’apres Eymard (2003), I'oxydation des lipides peut résulter de plusieumses
réactionnelles en fonction du milieu et des aganitisteurs :
» L’auto-oxydation catalysée par la température, itass métalliques, les radicaux
libres;
» La photo-oxydation, initi€ée par la lumiére en pr&sede photosensibilisateurs;

» L’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase
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1.1 Auto-oxydation

L’oxydation des lipides est une réaction auto-gdit@le. Il s’agit d’'un enchainement
de réactions radicalaires se déroulant en trojgeétéfigure 5). Une premiere réaction produit
un radical libre par élimination d’'un hydrogeénel@eide gras ifitiation). Puis les réactions
s’enchainent pour produire plusieurs radicaux $ibfopagatior) qui se combinent pour

former des composés non radicalaitesnjinaison.

Propagation

S ™
g e [ 7y | o [ 71 ] ema T
DOm0 | e— C—Cc=—Cc— C——=C— — —I.I_—C='3— + R
| chaleur, - l . 0—0CH
a fuamere.. o
RH R ROO - ROOH
acide gras msaturé radical libre radical peroxyde radical hydroxyperoxyde

sensible a I'Cn

Terminaison

B+Rp —— BR—R
ROO'+R —— ROOR
TRO0" ROQOE + 0,

Figure 5: Oxydation d’un acide gras insaturé (Moll et Moll,1998).

1.1.1 Phase d’initiation

En présence d'un initiateur (1), les lipides insatu (RH) pérdent un atome

d’hydrogéne pour former un radical libre*jRradical lipoyle).
I
RH ——» H+R

Ce mode d'initiation, favorisé par une élévationtelmpérature, peut étre produit par
des radiations ionisantes, des générateurs chigliqdes systemes enzymatiques ou
chimiques produisant des especes activées de Bmeygu de traces métalliques.

A ce stade, dit de peroxydation, la flaveur de eapeut ne pas étre perceptible, la

gualité marchande du produit non encore altérée.
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1.1.2 Phase de propagation

Le radical libre formé fixe un atome d’oxygéne eondant un radical peroxyde
instable (Réaction rapide) qui, par action d’uneosee molécule d’acide gras, conduit d’'une
part a un hydroperoxyde, autre part a un second radical libre (Réactionidp Ce dernier
réagit avec une autre molécule d’acide gras (prap@g et 'on aboutit a une suite de
réactions radicalaires.

Rt 0, —» ROO(Réaction rapide)
ROO+RH —— ROOH + R(Réaction lente)

Les peroxydes sont peu stables et vont donneramaiss par coupure, a des produits
secondaires volatiles (hydrocarbures, aldéhydemnes, acides, alcools, esters) et non
volatils (éthers oxydes, époxydes, oxy-monomeraséres) qui sont responsables de la
détérioration organoleptique comme le montre larfgb.

Les hydroperoxydes peuvent également se décompasscission homolytique de la
liaison O-O pour former un radical alcoyl et unicadl hydroxyle. Le radical alcoyl réagit
avec d'autres substrats et propage la réactiorhame. Il peut également subir une scission
carbone-carbone de part et d’autre du radical fianer un radical alkyl et un radical vinyl.
Le radical alkyl peut réagir avec un hydrogene, radical hydroxyle ou une molécule
d’'oxygéne générant ainsi des hydrocarbures, desolalet d’autres hydroperoxydes. Le
radical vinyl peut réagir avec un radical hydroxylen radical hydrogéne ou l'oxygene
moléculaire pour générer des aldéhydes et des tadrores.

1.1.3 Phase de terminaison

Cette phase consiste a former des composés stablessde la rencontre entre deux
espéeces radicalaires ou le plus souvent par latioéad’'un radical avec une molécule

antioxydante ditéoriseur de chaine’ (Kohen et Nyska., 2002)

R+ R* —» RR
ROO+ ROO*—> [ROOOOR]—/™> ROORO;
ROO+R* —» ROOR
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Figure 6 : Suite des réactions en chaine conduisaata peroxydation lipidique (Sachdev
et Davies, 2008).

1.2 Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de pctidn d’hydroperoxydes en
présence d'oxygene, d’énergie lumineuse et de pbogibilisateurs tels que les
hémoprotéines ou la riboflavinél(ltin, 1992). Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent
'énergie lumineuse et passent a I'état triplet itgxc(Sens3) Kultin, 1994). Les
photosensibilisateurs interviennent dans |'oxydatides lipides selon deux types de
mécanismesHrankel, 1998.

Les photosensibilisateurs de type |, telle que iteflavine, agissent comme les
radicaux libres initiateurs. Dans leur état tripkdtes arrachent un atome d’hydrogéne ou un

électron aux molécules lipidiques pour former ufical capable de réagir avec I'oxygene
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Serfss RH——>»  SensH +R

Selon le second mécanisme, les molécules phottendgie type Il, telles que la
chlorophylle et I'érythrosine, réagissent dans létat excité (Sens3) avec I'oxygéne triplet
auquel elles transférent leur énergie pour donadiodygéne singulet'Q.).

Sens+°0, — »  'O,+ Sens

L’oxygene singulet ainsi formé est tres électroplat peut réagir directement sur un
acide gras insaturé (RH) formant ainsi un hydropgte ROOH.
d;+RH ——> ROOH
Par la suite interviennent les réactions radice¢aén chaine de I'auto oxydation. Les
hydroperoxydes ainsi formés sont différents de ckumés par autooxydatiorFiankel,
1998.

1.3 Voie enzymatique

Le phénoméne d’oxydation des acides gras insapgésétre d’origine enzymatique.
Les deux enzymes principalement impliqguées soriplaxygénase et la cyclooxygénase
(Hultin, 1994). La lipoxygénase catalyse I'insertion d’'une malécd’oxygéne sur un acide
gras insaturé selon une réaction stéreospécifigalearitit a la formation d’hydroperoxydes.

Elle agit spécifiguement sur les acides gras nderiégs. Son activité est donc
souvent couplée avec celle des lipases et phogplset (Figure 7). La cyclooxygénase est
une lipoxygénase qui incorpore deux molécules djéxye au niveau d'un acide gras pour
former des hydroperoxydes spécifiquegrhard, 2003)

L’oxydation enzymatique se produit méme a bass@éeature. Durant le stockage a
I'état congelé, I'activité enzymatique est tresbfai Cependant, une fois la décongélation
amorcée et des températures de 0°C a 4°C atteiindespblerait que cette activité reprenne et

s’accentueRrankel, 1998.
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Figure 7: Mécanisme d'’initiation de la peroxydase des lipidepar I'activité

lipoxygénasique (German et Kinsilla, 1985).
2 Les initiateurs de I'oxydation des lipides

La phase d'initiation de I'oxydation des lipidesupeetre déclenchée par plusieurs
facteurs : les formes activées de I'oxygene, leg/mes, les métaux ou la chaldtisieh et
Kinsella, 1989 ; Hultin, 1994 ; Frankel, 1998

2.1 Initiation par les formes activées de 'oxygen e

L’oxygene moléculaire est, dans son état fondanhesisétat triplet. Il ne peut réagir
directement avec les lipides car la barriere da spi trop élevée. La réaction de I'oxygéne
avec les acides gras insaturés est rendue pogsiblgois types de mécanismdsyfnard,
2003)

Le premier correspond aux voies de l'auto-oxydatipm résultent du départ d’un
hydrogene d’'une chaine d’acide gras sous l'infleete différents initiateurs comme les ions
des métaux de transition, et les formes activéd®xggene comme le radical hydroxyle. Le
radical hydroxyle est tres réactif, il peut arrache hydrogéne et former ainsi un radical
alkyle qui va initier la peroxydation lipidique. Leecond mécanisme est la formation
d’oxygéne singulet capable de réagir directemertdegs chaines grasses. C’est ce qui se
produit généralement lors de la photooxydation. tt@sieme est liée a lintervention

d’enzymes permettant une fixation directe de I'cxyg moléculaire.
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2.2 Initiation par les métaux

Les métaux de transition jouent un role importaahsdla génération des radicaux
libres de I'oxygéne, ils sont les premiers activegedes molécules d’oxygénkofe, 1980.
Au sein des tissus biologiques, les principaux mete transition présents sont le fer et le
cuivre. Ces derniers catalysent 'oxydation de&dép par des voies enzymatiques et non
enzymatiques.

La voie non enzymatique intervient en présence afiagéducteur tel que les
superoxydes, I'ascorbate et la cystéikar(ner et al., 1987.

En présence des métaux de transition, les hydrepees produits par les enzymes,
seraient décomposés pour former des composéslsotponsables des mauvaises odeurs.

L'initiation de l'oxydation lipidique par les métaupeut se faire par transfert
d’électron ou par formation de complexe de traositou de complexe avec le peroxyde
d’hydrogéene qui catalysent l'auto-oxydation et lacamposition par la réaction redox
(Frankel, 1998.

2.3 Facteurs environnementaux

Les principaux facteurs impliqués dans I'oxydatd®s lipides au cours des procédés
de transformation et de conservation des prodliiteeataires sont : la température, i, de

I'activité de I'eau et de la pression partielleatygéne Eymard, 2003)
3 Les antioxygenes

Un antioxydant est défini comme étant toute sultgtamprésente en faible
concentration relative a un substrat oxydable étdguinue ou prévient I'oxydation de ce
substra{Favier, 2003).Cette définition s’applique a un grand nombre destances :

3.1 Les antioxydants naturels

lIs sont de plus en plus préférés aux produits yaghgése. De nombreuses études
portent sur la recherche de molécules naturellastajes propriétés antioxydantes. Ainsi les

sources d’antioxydants naturels sont nombreusesrigtes.

39



Etude bibliographique Chapitre 11l : Oxydation et activité antiagnte

3.1.1 L’acide ascorbique

La vitamine C est trés répandue dans la natures Tesivégétaux en contiennent en
guantités variables, on la trouve en grande quadtins les agrumes, le kiwi, I'acérola, le
persil, etc. On en trouve également dans les pi®duimaux. Elle a un caractere acide et
intervient dans les échanges d’oxydo-réductionegesa fonction ene-diol (figure 8). C’est

un antioxygene, acidifiant, séquestrant (chélateurgnforcateur de goat.

o
o 0
-
| — -
OH OH HO—/ 1 2

Figure 8 : Structure de I'acide ascorbique

3.1.2 Les caroténoides

Les caroténoides, pigments rouges (lycopéne denmate), orangef3{carotene des
carottes) ou jaune (lutéine et zéaxanthine du nthisigine végeétale, sont particulierement
efficaces dans la neutralisation de I'oxygéne ditgat joue le rdle de bouclier contre la
photoinitiation de réactions radicalaires par lgpnnements UV. LB-carotene (provitamine
A), diffusant mieux que les tocophérols dans Igedés, protége les graisses profondes
(Cohen, 2002)

"‘x‘.-"'-' "'\-\.J

o J‘x_ PN WL N W g N x&f‘}

Figure 9: structure de lap-caroténe

3.1.3 La vitamine E ( a-tocophérol)

L’ a-tocophérol est un antioxydant important qui pretdgs cellules contre les
dommages associés aux radicaux libres et par coesgqrolonge la vie cellulaire tout en
ralentissant le processus de vieillissement etimimndant I'athérosclérosgMaydani, 2000).

Il a été déterminé que la vitamine E naturelle, ldergtre deux fois plus biodisponible que la
vitamine E synthétiquéBurton et al., 1998) Cette vitamine est rencontrée surtout dans les

huiles végétales, les noix et les germes de disans@negVansant, 2004)
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Figure 10 : Structure de I' a-tocophérol

3.1.4 Les composés phénoliques extraits de plantes

Les autres antioxydants d’origine naturelle sord pieoduits extraits de plantes et en
particulier d’épices : romarin, cumin, thym, origaiou de girofle, sauge&€hevolleau, 1990 ;
Vardar-Unlu et al., 2003 ; Skerget efal., 2005 ; Lee etal., 2005 ; Kuguk etal., 2007,
Tomaino et al.,, 2005). Les molécules actives sont soit des flavonoidesr(gtine,
myricétine...), soit des dérivés de l'acide benzoiamde vanillique, acide syringique,...)
soit des dérives de l'acide cinnamique (acide qaf&i acide rosmarinique...) ou des
composés phénoliques (thymol, carvacrol(Das et Preira, 1990 ; Chevolleau, 1990 ;
Pokorny, 1991 ; Schwarz et Ternes, 1992 ; Crapistt al., 1999 ; Tepe etl., 2006).

COOH

3 .Ta m.t;r.-"'x_uH
M oH

Acide Cafeigue Gncrscting

Figure 11 : Antioxydants de la famille des polypheols (acide caféique et quercetine)

3.2 Antioxydants de synthese

Les principaux antioxydants de synthése sont :H&Bou butyl-hydroxy-anisole est
un mélange de deux isomeres qui auraient des ptépricarcinogenes chez le rat et le
hamster et le BHT, ou butyl-hydroxy-toluene ou loyditoluene butylated qui a une structure
voisine de celle du BHA.

Les principales utilisations de ces deux antioxyslasont: les pommes de terre
déshydratées en flocons, huiles essentielles, reatg@asses, margarines, beurres, gommes a
macher, etc. Parmi les autres antioxydants de &gathn peut citer : Le TBHQ ou ter-butyl-
hydroxy-quinone, l'anhydride sulfureux et les del§, I'acide eérythroborique et

I'érythroborate de sodium, le palmitate d’ascorbgle.
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3.3 Antioxydants enzymatiques

Certaines enzymes participent a la neutralisatiaréd@entaire en radicaux libres tel
gue I'enzyme superoxyde dismutase (SOD), le gligatpberoxydase, certaines protéines de
transport comme la ferritine et la ceruloplasmine.

La stabilité de ces enzymes en présence de lipstadifficile a prédire c’est pour cela
gue leurs utilisation n’'est pas autorisée dans IURion Européenne), on estime que des

recherches sont nécessaires dans ce domaine.
4 Mécanisme d’action des antioxydants

Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydamigvent étres classés en trois
types :
* Les antioxydants de type |
L’action des antioxydants de type | repose sur ¢eypacité a inactiver les radicaux
libres. lls inhibent la propagation des réactiadicalaires en fournissant des hydrogénes aux
radicaux libres présen{Belaiche, 1979)
* Les antioxydants de type Il
Ce type dantioxydant prévient la formationesd radicaux libres et peut
intervenir par différents mécanismes. Les flaidas (un énorme potentiel antioxydant
naturel) rentrent dans cette catégorie d’antioxiglalls agissent en piégeant les radicaux
libres et en complexant les métaux pro-oxydéRteeding-Penman et Gordon, 1998)
* Les antioxydants de type Il
lIs regroupent les facteurs de I'environnement goi une action antioxydante en
agissant sur le potentiel redox du milieu, la terapée, la pression en oxygene, la lumiere.
L’efficacité des antioxydants peut étre augmentée lfutilisation d’un mélange
d’antioxydants de type | et Il. L'association descdeux types d’'antioxydants permet

d’'inhiber les phases d'initiation et de propagaiilen’oxydation des lipide@~rankel, 1998)
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5 Mesure de I'état d’oxydation et du pouvoir antiox  ydant

On peut classer les tests de mesure de I'activiti®xydante dans les aliments et les
systemes biologiques dans deux groupes :

* Ceux utilisés dans l'évaluation de la peroxydataes lipides et dans lesquels le
substrat utilisé est un lipide ou une lipoproté&oes des conditions standard et ou I'inhibition
de I'oxydation est mesur¢8anchez-Moreno, 2002)

» Ceux utilisés dans la mesure du pouvoir de piégdageadicaux libres (Scavenging
of free radicals). On rencontre parfois aussi, @s$s de mesure des pouvoirs chélateur et
réducteur de métaux qui sont des initiateurs deytlation lipidique.

La plupart des méthodes permettant d’évaluer I@&t@atydation d’'un produit ou d’une
matiere grasse sont réalisés dans des conditiomgdition forcée.
Les méthodes les plus couramment utilisées sont :

* L’indice de peroxyde: la méthode AFNOR T60-220 consiste a réduire &exydes
a l'aide de l'iodure de potassium, qui s’oxydefii@éme en iode que I'on détermine ;

 Le test de SWIFT ou AOM (active oxygen method) : C'est un test a&a@lqui
consiste a faire barboter de l'air dans la matigesse a 98 °C. On détermine ensuite I'indice
de peroxyde ;

* L’indice TBA — IUPAC 2.531 : le test de I'acide thiobarbiturigest 'un des plus
utilisés. Cet acide réagit avec les produits deydation en donnant un pigment qui absorbe a
532 nm ;

e L’indice de p-anisidine (IpA) — IUPAC 2.504 : les composeés aldéhydiques
a-insaturés oxydés réagissent avec la p-anisidinoe foomer un complexe coloré qui absorbe
a 530 nm ; ce test est souvent associé a I'indigeedoxyde.

* Le RANCIMAT : il s’agit d’'un test d’oxydation accéléré ou I'éait buller, dans la
matiere grasse chauffée a haute température, wardaliair. Le gaz qui sort et qui transporte
les produits d’oxydation, est recueilli dans unnbdieau distillée dont on mesure en continu
la conductivité ;

* L’analyse sensorielle c’est la mesure la plus sensible maie @résente des
inconvénients. Reconnaitre et quantifier les maugailts nécessite un long apprentissage,
car la sensation percue n’est pas unique et sefigal fur et mesure que I'oxydation

progresse. En outre, la sensibilité de chaque ithdigiffere.
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» Méthodes chromatographiques :Parmi les méthodes chromatographiques on peut
citer :

» La chimiluminescence, ou I'on mesure les photorlpits lors de la transition des
électrons de I'état excité a I'état fondamental,caurs de la formation des peroxydes. En
présence d’antioxydant, la quantité de lumiérealéeeest toujours plus faib{®liyazawa et
al., 1994)

» La chromatographie liquide a haute performafCeHP) : elle permet de doser
séparément les hydroperoxydes prod{Kisskas etal., 1983)

» Lathermolyse : on analyse par chromatographiehasg@gazeuse (CPG), les produits
volatils formés par thermodécomposition des hydmpgles(Saidia et Hammond, 1989)

» Méthodes analytiques: Les plus utilisées pour déterminer les teneurs en
hydroperoxydes sont les méthodes iodométriquesletimétriques.

* Mesure des pouvoirs chélateur et réducteur Les principaux métaux de transition
présents au sein des tissus biologiques sont leetfde cuivre. Ces derniers catalysent
I'oxydation des lipides par des voies enzymatigaesion enzymatiques. Ainsi, parmi les
méthodes utilisées pour I'évaluation de l'activitgtioxydante on rencontre la mesure des
pouvoirs chélateur et réducteur des métaux.

* Mesure du pouvoir de piégeage des radicaux libresl’efficacité d’'un antioxydant
présent dans l'aliment peut étre testée par la raeda son pouvoir a piéger les radicaux
libres.

Certains dérivés non radicalaires tels que le pal®xd’hydrogene (bD,) et I'acide
hypochloreux(HOCI), peuvent étre générés danslileeats et les systémes biologiques.

On rencontre dans la littérature, au moins uneaméei du test de piégeage pour
chaque espece réactive de I'oxygene (ERO) ainsiaepiautres radicaux stables utilisés tels
que le DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, I'ABTS : 2,2-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) eDBIPD : N, N, -dimethyl-p-phenylenediamine.

Conclusion

Le blocage de la chaine d’oxydation des lipides Iparantioxydants n'est pas un
mécanisme simple du fait des effets des intemastientre les constituants des milieux
complexes (aliments). Tous les auteurs s’accordatite que I'emploi de plusieurs tests ou

méthodes pour évaluer I'état de dégradation dealiene grasse est toujours préférable.
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Activité antimicrobienne

Introduction

Les microorganismes sont présents dans I'enviroenematurel de 'homme (eau,
sol, surfaces diverses...), sur ’homme lui-méme wetteus les étres vivants — plantes et
animaux — dont il tire son alimentation. De ce faitisque de contamination pour un produit
alimentaire, transformé ou non est permanent todbrag de la chaine alimentaire. Selon les
germes implantés, les contaminations peuvent al@plus ou moins grandes conséquences
allant de la simple altération du produit, lui &s$ perdre ses qualités organoleptiques ou sa
valeur commerciale, a des toxi-infections pouvardir de graves incidences sur la santé du
consommateufBourgeois etal., 1996)

Dans le but de remédier a ce probleme, plusieusensode lutte sont proposés. Leur
réle est soit d’'inhiber la croissance des micronigaes ou de les détruire completement.
La tendance actuelle des consommateurs a recheucieeralimentation plus naturelle, a
entrainé un regain d’intérét des scientifiques pdes substances naturelles. Depuis deux
décennies, des études ont été menées sur le dgéeelept de nouvelles applications et
I'exploitation des propriétés antiseptiques dededsuessentielles et d’extraits phénoliques

dans le domaine alimentaif@ussalah etal., 2007)
1 Origines et nature de la contamination

La présence de microorganismes dans les alimeagamf pas subi de traitement
antimicrobien est tout & fait normale. Sauf exaeyi(I'intérieur de I'ceuf est naturellement
stérile), la matiére alimentaire brute contient ehésroorganismegGuiraud, 2003)

Bourgeois etal. (1996)décrivent les origines et la nature de cette comiaition :

1.1 Contamination par les microorganismes de 'eau et du sol

La qualité microbiologique de I'eau a une tres geamfluence sur la contamination
des produits alimentaires. En effet, 'eau contientsuspension des microorganismes tres
divers. Le plus souvent, se sont des bactériestayaa origine commune avec le sol
(StreptomycedMicrococcus CorynebacteriumPseudomonas) ou avec les matiéres fécales

de 'homme et des animaux (Entérobactéries, Enb@uees...). Les moisissures sont
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egalement présentes, certaines d’entre elles puevidqdes altérations de produits

(Aspergillus RhizopusBotrytis...)

1.2 Contamination par les microorganismes de [lair et des
poussieres

Les produits alimentaires sont exposés a cetteagonation lorsqu’ils ne sont pas
protégés par un emballage. Le rapport surface/velast également trés important pour la
sensibilité a la contamination, les grosses pi@meyiande, ou les produits entiers seront
moins exposes que lorsqu’ils sont tranchés.

La contamination microbienne atmosphérique esbatronstituée par des bactéries,
des moisissureAgpergillus Penicillium...) et plus rarement des levur@oulopsig. Parmi
les bactéries prédominent les sporulées eMiesococcus, les germes pathogenes sont le

plus fréquemment absents.

1.3 Contamination  par les  microorganismes  présents
naturellement dans un aliment

La peau des animaux, leur pelage ou leur plumagessairces de contamination. Ces
barrieres sont efficaces et ne laissent pas pdssegermes, mais lors de I'abattage elles
deviennent I'une des causes principales de contimim Les germes les plus fréquents sont
Corynebacterium Micrococcus Staphylococcuset Candida Les légumes sont également
porteurs de bactériekrwinia, PseudomonasKanthomonas

Des microorganismes du tube digestif et des mu@seutes animaux peuvent
contaminer les viandes apres abattage éviscératialécoupe. Se sont essentiellement des
EntérobactériesHscherichia Salmonella Shigella Proteus..) et desEnterococcugjui sont
minoritaires dans lintestin, mais ont des capacitéadaptation qui leur permettent de

coloniser les produits organiques et en particldigraliments.
2 Evaluation de l'activité antimicrobienne

La technique de détermination de l'activité antioiienne des HE a une grande
influence sur les résultats. Les difficultés praég viennent de I'insolubilité des constituants
de ces huiles dans l'eau, de leur volatilité, denéxessité de les tester a de faibles

concentrations et des problemes de standardisgg®meéthode@ulin et al., 1998).
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2.1 Principales méthodes de détermination de l'act  ivité

Les différents protocoles peuvent étre classés :
» Selon le milieu dans lequel se fait la diffusionl'thE, soit liquide, solide ou gazeux ;
* Selon la nature du contact de I'HE avec le gernu#ffusion sur disque, solution

alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.

2.1.1 Techniques par contact direct

Elles consistent a mettre en présence de I'HE lesoorganismes, puis d’observer la
croissance de ces derniers. Le contact peut agaieh milieu gélosé ou liquide.

L’aromatogramme ou encore méthode des disquesuest dle ces méthodes. Elle a
lavantage de s’appliquer a un trés grand nombespEces bactériennes et d’avoir été
largement évaluée par 50 ans d'utilisation mondiglée consiste a utiliser des disques de
papier imprégnés des différents produits a tekts.disques sont ensuite déposés a la surface
d’'une gélose uniformément ensemencée avec unersigpeale la bactérie a étudier. Aprés
incubation, les bactéries se développent sur tautsurface de la gélose sauf la ou elles
rencontrent une concentration d’'HE suffisante pohiber leur croissance. On observe ainsi
autour des disques une zone circulaire indemneldaies, appelée zone d’inhibition. Plus le
diamétre de cette zone est grand, plus la soudheersible a I'HE. Plus il est petit, plus la

bactérie est résistantEauchére et Avril, 2002)

2.1.2 Microatmosphere

Dérivé de la méthode précédente, la différencaleggiincipalement dans la position
du disque imprégnéDans cette technique, le disque imprégné est déposéentre du
couvercle de la boite de Pétri, renversée pendatitiiée de I'expérience. Il se produit alors
une évaporation des substances volatiles dansitia étoles cellules sensibles de 'inoculum
sont inhibées. La lecture du test porte donc serdssance ou non de I'inoculugHlulin et
al., 1998)

L’inconvénient de cette méthode c’est qu’elle netrque I'activité des constituants

volatils a température d’incubation, et non de I'elle-méme.
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Figure 12: lllustration de la méthode des microatmepheres
3 Détermination de La CMI et CMB

Il est nécessaire de définir, pour caractérisatiVaé antimicrobienne d’'un composé,
des parametres simples. Pour I'activité antibaetére, le plus courant est la « Concentration
Minimale Inhibitrice » (CMI) qui peut étre détermdipar contact direct en milieu gélosé ou en
milieu liquide. Elle correspond a la concentratinécessaire pour inhiber totalement la
croissance d’'un nombre déterminé de germes aprésnyos d’incubation donn@ulin et
al., 1998)

Fréquemment, la CMI n’est pas totalement bactéieidune partie de I'inoculum est
capable de se développer aprés disparition du cefniphibiteur. Ceci a amené a définir un
autre parameétre : la « Concentration Minimale Béitie » (CMB), parfois appelée aussi
« |étale » (CML). Elle correspond a la concentratem agent inhibiteur nécessaire pour que
I'activité bactéricide soit totale sur un inocul@tonné apres un temps bien déterminé. Elle est
estimée en milieu liquide par I'évaluation des srwamts apres élimination du composé
inhibiteur (Davidson et Parish, 1989).

4 Les propriétés antimicrobiennes des HE

Les HE et les extraits de plantes sont souventmdanges complexes de différents
composés dont certains, sinon tous, sont dotésralarigtés antimicrobiennes. Certaines
études, comme celles tkorris et al. (1979) Paster etal. (1990) et Canillac et Mourey

(1996) confirment les propriétés antimicrobienne ddaines HE.

4.1 Propriétés antibactériennes des HE

En 1987 Deans et Ritchieont étudié I'effet de 50 HE sur 25 genres de baxte

grace a la méthode des puits. lls ont abouti audae parmi les 9 HE manifestant les
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propriétés inhibitrices les plus importantes sursptle 20 genres de bactéries, on retrouve
notamment I'HE du laurier, de la cannelle, du diewirofle et du thym.

Une étude portant sur I'activité antibactérienneli’de 5 chémotypes dehymus
pulegioidesa montré que Bacillus cereusMicrococcus luteuysStaphylococcus epidermidis
et Staphylococcus aureuaient les plus sensibles envers toutes les Hikées, tandis que
Escherichia coli, Salmonella typhimuriurat Enterobacter aerogenegtaient les plus
résistanteg¢LozZiené etal., 2007)

4.2 Propriétés antifongiques des HE

La présence et la croissance de champignons daralifeents peuvent causer des
pourritures qui auront pour effets de diminuerualdé et/ou la quantité de I'aliment. En plus,
les mycotoxines secrétées occasionnent de grae@stes a la santé humaine et animale.

4.2.1 Activité sur les moisissures

L’action inhibitrice de 5 HE (thym, sauge, eucalyptmuscade, senné) a été testée a
différentes concentrations (100-500 ppm) cowtiternaria alternaria Les résultats obtenus
ont montré que les HE de senné et de thym avaepiuk forte activité antifongique. A 500
ppm, 'HE de senné a complétement inhibé la croissalAlternaria alternarig tandis qu’a
la méme concentration, celle du thym ne l'a faitagb2%. Une inhibition irréversible peut
étre obtenue par une exposition a 'HE de senndarert jours (300ppm) ou de 3 jours (500
ppm)(Feng et Zheng, 2007)

4.2.2 Activité sur les levures

Sacchetti etal. (2005)ont étudié I'activité antifongique de onze HE emlisant 5
levures de pourritures des alimentSandida albicansATCC 48274,Rhodotorula glutinis
ATCC 16740, Schizosaccharomyces pomdh&CC 60232 ,Saccharomyces cerevisidd CC
2365 etYarrowia lypolitica ATCC 16617. Les résultats obtenus ont montré GdE de
Cymbopogon citratugt Thymus citriodorus< étaient les plus efficaces pour inhiber les 5
levures testées.

L'activité antifongique de I'HE d&eucrium mascatensaséte testée en utilisant deux
levures :Candida albicangt Saccharomyces cerevisidees résultats ont montré que I'HE a
parfaitement inhibé la croissance des deux levunass ceci a des concentrations différentes
(Hisham etal., 2006)
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4.3 Activité liée a la composition chimique

L’activité des huiles essentielles est souvent itéda I'activité de ses composés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifgalués séparément sous la forme de
composés synthétiques, ils confirment ou infmEactivité de I'huile essentielle de
composition semblable. Il est cependant probabéelgsi composés minoritaires agissent de
maniére synergique. De cette maniere, la valeunedhwuile essentielle tient & son «totum »,
c’est a dire dans l'intégralité de ses composant®e seulement & ses composes majoritaires
(Lahlou, 2004)

Les molécules réputées actives sont des temp@soicar les hydrocarbures saturés
et les acétates ioniques sont inactifs, par taraanéme de leur faible capacité de liaisons
hydrogéne et de leur faible solubiligériffin et al., 1999) L'effet des terpenoides sur des
membranes bactériennes isolées suggere que leiwntéaatst fonction des propriétés
lipophiles des constituants terpéniques, la natleie groupes fonctionnels, leur solubilité en
phase aqueuse et la stéréochimie de la moléboalenan et Deans, 2000)

Les composés chimiques de plus grande efficagtité plus large spectre sont des
phénols (thymol, carvacrol et eugénol) des di;da-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), des
aldéhydes, des cétones et plus rarement desnesshydrocarbong®orman et Deans,
2000 ; Cosentino,1999Valero et Salmeron, 2003)

* Les alcools sont plus généralement connus pour leur activiééald que
bactériostatique sur les cellules végétativesadissent en dénaturant les protéines, comme
solvants ou comme agents de déshydratgdbbamman et Deans, 2000).

» Les aldéhydessont de puissants antimicrobiens. Un groupe altighg conjugué a
une double liaison est fortement électronégatit temposés électronégatifs peuvent induire
des réactions dé&ransfert d’électrons et réagir avec des compos@ésnvitaux pour la
bactérie : protéines et acides nucléigiizsrman et Deans, 2000 Franchome etal., 1990.

* Les phénolssont responsables de dégats irréversibles auunkeda membrane. Le
thymol et I'eugénol sont responsables de l'activibdgicide (Bennis et al., 2004) et
bactéricides des huiles essentielles qui en caorgi@n(Lambert et Skandamis, 2001 ;
Walsh et Maillard, 2003 ; Cox et Mann, 200Q) Plus les teneurs en phénols sont élevées,
plus les huiles essentielles sont efficagegsentino, 1999 Cependant, les phénols ne sont
pas seuls responsables de I'intégralité de I'aétivia totalité de la composition chimique doit

étre prise en compt€psentino, 1999
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Certaines études ont montré que l'activité (antiobenne, antivirale, insecticide,
larvicide et ovicide) des huiles essentielles egeseure a celle des composés majoritaires
testés séparémefitahlou, 2004)

4.4 Mécanisme d’action des HE

A la maniére des agents chimiques, on distinguex deutes d’effets des huiles
essentielles sur les microorganismes : une acligitde pactéricidig et une inhibition de la
croissance Hactériostase) L'activité des HE est souvent assimilée a uneiviaet
bactériostatique. Cependant, des études ont mqo#écertains constituants chimiques des
HE ont des propriétés bactériciddsunle et Okogun, 2003 ; Lambert et Skandamis,
2001 ; Walsh et Maillard, 2003)et fongicidegHammer et Carson, 2003)

Plusieurs études ont montré I'apparition de fuiléens potassium K+ de cellules
microbiennes Escherichia coliet Staphylococcus aureusn contact avec du Tea-tree
(Melaleuca alternifolia. 1l s’agit de la toute premiere indication de @tsgirréversibles au
niveau de la membrane. Des composés isolés tethytaol et le carvacrol rendent la
membrane des bactéries perméable, prémices dentmti(Lambert et Skandamis, 2001)

La faculté de perturber la perméabilité de la ¢elloembranaire, accompagnée de la perte de
'osmose chimique sont bien la preuve d’'une adildtale de certaines HEox et Mann,
2000)

4.5 Association des HE

Les effets antimicrobiens des associations HE, cemmour les associations

d’antibiotiques, sont définies selon quatre inteoas possibles :

» Indifférence : I'activité d’'une HE n’est pas affectée par I'autr

« Addition : I'effet de I'association est égal a la somme efésts de chaque HE étudiée
isolément, a la méme concentration que dans |'éssat ;

» Synergie: l'effet est significativement supérieur a la soeate chaque HE étudiée
isolément, a la méme concentration ;

» Antagonisme: I'association diminue I'activité de I'une ou I'ma des HE. Elle est

inférieure a la somme des effets de chaque huslengéiglle prise séparément.
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4.6 Facteurs influencant les propriétés antimicrob iennes des HE

SelonHulin et al. (1998)les facteurs influencant les propriétés antimiceohes des
HE sont :

4.6.1 Latempérature

Moleyar et Nasimham (1992) et Bowls adl. (1995)ont montré respectivement que
la température affecte les propriétés d’inhibitide I'aldéhyde cinnamique quand la
température augmente de 20°C a 30°C et, augmest@rigpriétés antibactériennes des

carbonyles aromatiques et aliphatiques lorsquenigérature baisse de 37°C a 12°C.

4.6.2 Le pH

Sur 11 composés étudiés dont I'eugénol, le matttd enenthol Jay et Rivers (1984)
ont constaté une augmentation de I'activité de tes composéspl 6 par rapport apH 8.

A pH 5 et a la température d’incubation de 5°C, 0,Qlde diacétyle suffisent pour
inhiber Pseudomonas fluorescers$ Staphylococcus feecalialors qu’a 15°C, 0,078 g/ét

0,156 g/L sont respectivement nécessaires pourenices microorganismes

4.7 Applications des HE dans les aliments

Trois HE (thym, ail, piment) ont été étudiés poemrl pouvoir antibactérien sur des
saucisses de hot-dog contristeria monocytogened.es tests ont porté sur trois genres de
saucisses : 0%, 9% et 26% de matiere grasse. kakat8 obtenus montrent que le thym a
une concentration de 1 ml/l inhibait parfaitemkntiéveloppement dans les deux premiers
genres et non dans le troisieme, alors qu'a la mé&amecentration, I'ail inhibait le
développement dans les trois genres.

Les propriétés organoleptiques d'une viande de bdeadhée contenant 1%
(volume/poids) d’'HE d’origan ont été ameélioréesathirun stockage sous un emballage sous
vide et sous une atmosphére modifiée a@0ssalah efal., 2006)

Le développement Alternaria alternaria a été considérablement inhibé sur des
tomates fraiches traitées avec de I'HE de senmhte¢posées pendant 5 jours a 25°C. Le
pourcentage de tomates pourries traitées avec pOOdHE était de 19,1%Feng et Zheng,
2007)

Un concentré de tomate inoculé avapergillus flavugpuis traité avec 500 ppm d’'HE
de thym et entreposé a 25°C pendant deux mois igamdason godt et son arébme en plus de
l'inhibition d’ Aspergillus flavugOmidbeygi etal., 2007)
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En présence d’eugénol, composé majeur de I'HE du de girofle, la production
d’aflatoxines dans les grains de mais traités dimid'environ 60 % par rapport aux témoins
(Hulin, 1998).

Conclusion

L’'usage excessif d’agents antimicrobiens chimigd@ss la médecine humaine, dans
les élevages d’animaux ainsi qu’en industrie alitaee conduit a la sélection de nouvelles
souches plus résistantes. Ainsi, les HE commenaemtoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioacti{figsuhadid etal., 2006)

Avant de choisir une HE destinée a la conservatemaliments, il est nécessaire avant
tout de connaitre sa CMI et sa CMB. De plus, sédsraliments, certains facteurs comme la
température de stockage etpld peuvent avoir un effet sur le pouvoir inhibitele ces HE
(Hulin, 1998). Il faut verifier aussi, que méme les faibles @amtrations d’'HE n’affectent pas
les proprietés organoleptiques des alimédisssalah etal., 2009.
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Matériels et méthodes

1 Matériel végétal

Le matériel végétal au quel nous nous sommes ggérest constitué de trois espéces

de la famille des lamiacées et deux especes @aelifl¢ des cupressacées (tableau 7) :

Tableau 7 : Espéces de lamiacées et de cupressaétediées

Famille Especes Provenance

Thymus pallescens Kadiria (Bouira)
Lamiacées Teucrium poliunsspcapitatum Boussaada

Satureja calaminthaspnepeta El-Affroun (Blida)

Tetraclinis articulata Hammam Mélouane (Blida)

Cupressacees _ _ _ _
Juniperus phoenicea Beni Mansour (Bouira)

2 Description des espéces étudiées

2.1 Les lamiacées

2.1.1 Thymus pallescens de Noé

Plante a tiges dressées et robustes comprenanfediies oblongues-lancéolées
entiéres et glabres. Les inflorescences sont plusi@ins interrompues vers le bas avec des
fleurs blanches ou pales a peine plus longues @galice. Commun dans le Tell, tleymus

pallescengpousse dans les pelouses et les garrigues. C'egigpece endémique en Algérie.
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Figure 13 : Thymus pallescenau stade de floraison

2.1.2 Teucrium polium ssp capitatum Briq.

Plante a tomentum blanchéatre, possédant des feailiearge distinctement crénelées,
vertes en générale en dessus et blanchéatres eoudes®s tiges sont au moins en partie
blanchatres, au sommet desquelles se trouventephssicapitules de 1 cm au plus. Les

étamines quant a elles sont tordues en spiralest Ghe espéce trés commune en 'Algérie.

Figure 14 : Teucrium poliumsspcapitatumau stade de floraison

2.1.3 Satureja calamintha ssp nepeta (L.) Brig.

Le calament nepeta est un sous-arbrisseau ou plamaie aromatique a inflorescence
en cymes laches et pédonculés de 5-15 fldtesilles ovales, souvent dentées de couleur
verte sombre de 4 cm de long. Calice bilobé, giklzela base, de 6-7mm a dents subégales.
Corolle violet pale, parfois roses de 1.5cm avedruih ovoide, lisse. Connue sous le nom de
« Meuta » ou « Nebta ».
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Satureja Calaminthgfloraison) schéma de feuillesletifs fleurde S. clamintha

Figure 15: Satureja calaminthasspnepeta
2.2 Les cupressaceées
2.2.1 Juniperus phoenicea (L.)

Juniperus phoeniceéGenévrier rouge, Genévrier de Phénicie) ou "Arhitz les
arabes est un arbre branchu pouvant atteindre &sné¢ hauteur, possédant un tronc court
qui peut atteindre 2 métres de circonférence. Gedpece est monoique, la floraison a lieu
pendant I'hiver et la fructification a la fin deeté de I'année suivante. A maturité, les fruits
sont bruns-rouges et luisants. Elle devient de piuplus rare sous I'effet de son exploitation
abusive (son bois est trés recherché comme corblausti fournit un charbon trés apprécié)
(Le Floc'k, 1983).
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Figure 16 :Juniperus phoenicedL.)
2.2.2 Tetraclinis articulata Vahl.

Tetraclinis articulataou callitris quadrivalvis représente la seule espéce du genre
tetraclinis c’est un arbre ou arbuste souvent petit et borssat, rejetant de souche. Les
feuilles sont opposées mais paraissant verticilfggs4, en partie soudées a la tige dont
chaque entrenceud est entouré par 4 feuilles. Lesscéont glaugues, pruineux, dont les 4

valves sont munies au sommet d’un appendice pléfléchi.

Figure 17 :Tetraclinis articulata Vahl. Figure 18 : Fruits deTetraclinis articulata

3 Localisation des sites producteurs d’'HE

Afin d’appréhender les mécanismes mis en jeu au coufextiaction des HE, il est

nécessaire de localiser leurs sites producteunst Eala, des coupes transversales ont été

57



Etude expérimentale Chapitre | : Matélseest méthodes

réalisées sur les feuilles et les tiges supériedessespeces de lamiacées ainsi que sur les
feuilles et les fruits des especes de cupressaaéedépartement de Botanique de I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique (ENSA — El-Harjan suivant les étapes suivantes :

* Coupe a main levée en utilisant comme support lellsde sureau ;

» Un prétraitement dans une solution d’hypochlorigesddium & 12° pendant 20 min
pour pouvoir vider les cellules de leur contenu ;

* Un rincage dans de I'eau distillée durant 1 a 5, puis dans I'acide acétique a 5 %
pendant 5 min ;

* Une coloration des coupes en utilisant le carmiext-gui donne une coloration verte
pour les parties lignifiées et une coloration rpsar les parois cellulosiques ;

* Un montage des coupes dans une goutte d'eau @hstdhtre lame et lamelle est
observé immeédiatement au microscope photoniqueatgua Aus Jena Jenalumar doté d’un
appareil photo.

Plusieurs coupes ont été observées et les plugsstintes ont été photographiées.

4 Extraction de I'HE

L'extraction de 'HE a été effectuée au niveau dboratoire de chimie de 'ENSA
par une hydrodistillation a l'aide d'un appareil gge Clevenger modifié. L'ensemble du
montage est fixé a des supports sauf le chaufierbat le ballon qui sont munis d’un support

elévateur pour faciliter a la fois, leurs chargetaeat déchargements.

4.1 Protocole d’extraction

Apres avoir pesé 100 g de matiére végétale, caastiles parties aériennes (feuilles et
fleurs, feuilles seulement ou fleurs seulement) elgmeces étudiées, nous les avons introduit
dans un ballon de 2 litres rempli d’eaux 2/3 de son volume.

Le ballon chauffé a I'aide d’'un chauffe ballon puddie la vapeur chargée de produits
volatils. Cette vapeur se condense au contactfdgérant. Le condensét est recueilli dans un
erlenmeyer a col rodé (a défaut de trouver une alepa décanter adaptable a notre
dispositif) puis dans une ampoule a décanter ou $épare la phase aqueuse de la phase
organique (phase supérieure) qui constitue I'HE spra séchée avec du sulfate de sodium
anhydre (Ng&SQOy) afin d’éliminer toutes traces d’eau. L'HE séclateséparée du sulfate de
sodium par filtration sur de la laine de verre @servée a une température de 4°C dans un

flacon en verre brun fermé hermétiquement en vusodeanalyse.
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4.2 Cinétique d’extraction

Dans le but d’étudier l'influence de I'état de |latmre végétale (entiére, broyée) sur la
cinétique d’extraction, nous avons suivi I'évolutidu rendement en HE de I'esp&deymus
pallescensen fonction de la durée d’extraction. La cinétigiextraction avec et sans broyage
de la matiere végétale détermine donc, le moyemeumet d’obtenir les rendements les plus

intéressants.

4.3 Rendement de 'extraction

On définit le rendement en HE de différentes masiéDans ce travail nous avons
considéré celui du rapport entre le voludeel’huile récupérée (M) et la masse de la matiere
végetale seche (Mv).

Le rendement en HE exprimé en pourcentage est dmarla relation suivante :

Rdt% =V e/ 100 g

Avec:
Rdt%: Rendement en HE;
Vye : Volume de 'HE (ml).

4.4 Analyse qualitative et semi-quantitative des H E par CPG et
CG/SM

Les HE extraites des espéces étudiees ont etésesimdes analyses qualitatives et
guantitatives par chromatographie en phase gaz@B6&) et chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)

4.4.1 Analyse qualitative des HE par CPG

Cette analyse a été effectuée au laboratoire d/aaahstrumentale du département de
technologie alimentaire de 'ENSA selon les comuati§i opératoires suivantes :
» Appareil de type CP. Chrompack. 9002;
» Colonne capillaire : Stabilwax de phase statiormpolyethyleneglycol (PEG) ;
- Longueur : 30 m ;

- Diameétre interne : 0,32 mm.
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* Programmation de la température: 50°C en isothepeadant 3 min puis
augmentation de la température a raison de 2°Cjosgu’a 220°C. Isotherme pendant
15 min;

» Gaz vecteur : Azote ;

» Débit du gaz vecteur : 1 ml/min ;

* Volume injecté : 0,2l.

4.4.2 Mode d'identification

L’identification des composés se fait par compamaide leurs indices de rétentions
(indice de Kovats) a ceux cités par la littératateceux d’étalons disponibles au niveau du
laboratoire d’anlyse instrumentale de 'ENSA. Pdaircalcul de ces indices, un mélange
d’'alcanes (€ — Gs) est injecté dans les mémes conditions opératgues’échantillon. Les

indices de retentions (IR) sont calculés selomtenfile suivante :

TR TR
4F00 z + 100 n
-TR

Avec:
n: Différence des atomes de carbone;
TR.: Temps de rétention du composé ;
TR, : Temps de rétention de I'alcane atomes de carbones élué avant le composé étudié;
TRz+n: Temps de rétention de l'alcane a z+n atomes deonas élué aprés le composé

étudié.

4.4.3 Analyse qualitative et semi-quantitative des HE par CG/SM

Cette analyse a été éffectuée selon les conditipésatoires suivantes :
< Chromatographie phase gazeuse (CPG)
* Appareil de type GC 6890 N (HP Agilent technoloyies
* Colonne : HP 5-MS (crosslinked 5% PHME siloxane) ;
- Longueur : 30 m;
- Diameétre interne : 0,250 mm ;
- Epaisseur du film de la phase : @b
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* Programmation de la température: 35°C en isothepeadant 2 min puis
augmentation de la température a raison de 5°Qiraqu’a 320°C ;

* Mode d'injection : Splita T° = 250°C ;

* Température de détection : 280°C « interface » ;

* Pression: 6,7¥;

» Gaz vecteur : hélium ;

» Débit du gaz vecteur : 1 ml/min ;

* Volume injecté : 0,2u.
< Spectrométrie de masse (SM)

* Mode de détection : Scan ;

* Appareil : MS-5973 N (HP Agilent Technologies) ;

» Potentiel d’'ionisation : 70 EV;

* Pression (Source, analyseur) : 6.6

L’identification des constituants des HE extragesbasée sur :

e La comparaison des spectres de masses des molémadraues a ceux des composés
purs cités par la littérature :

- En tenant compte de I'ordre d’élution du compsg€la colonne considérée ;

- En tenant compte de la proposition et du pousggntde probabilité de présence du
composé fournis par la base de données du micinatedir couplé au spectrometre de masse
(Wiley 7N).

* La comparaison des indices de rétentions des campag la colonne utilisée avec
ceux des étalons injectés ainsi que ceux fourmsapitérature sur des colonnes similaires a

celle que nous avons utilisé.
5 Elaboration des extraits de feuilles de Genevrier et de
Thuya de Berbérie

Dans notre étude, une extraction solide-liquideSmathlet a été réalisée au laboratoire
de chimie de 'ENSA. 20g de poudre des feuilles étit placées dans une cartouche et
soumises a une extraction avec 100 ml d’éthan®%. 9 'extraction est répétée jusqu’a ce

gue le solvant récupéré devienne incolore.
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Apres 6 heures d’extraction, le solvant riche ebstances extraites, a été récupére
dans un ballon et passé au rotavapor afin d’évap@olvant. L’extrait ainsi récupéré a été
placé dans un dessiccateur, pesé et conservé@ yi€ju’a son utilisation.

Le taux d’'extraction est calculé comme suit :

Le taux de matiére extraite (%) = [(R-Pg)/E] x 100

Po: poids du ballon vide (g).
P, : poids du ballon aprés évaporation du solvant (g).

E : poids de I'échantillon (poudre) (Q).

6 Dosage des composés phénoligues des extraits obte nus

6.1 Dosage des phénols totaux

Les phénols totaux des extraits ont été déternpaéda méthode de Folin-ciocalteu

décrite paiSingleton etal., 1999utilisant I'acide gallique comme standard.
6.1.1 Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de amujaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique #PW;,040) et d'acide phosphomolybdigque sfMo0;,040). Il est
réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un ng#ad'oxydes bleus de tungstéene et de
molybdene. La coloration produite, dont lI'absonmptivaximum a 765 nm, est proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans lesiexirégétaux. Le phénol standard utilisé

dans cette méthode est I'acide gallique dont kadite chimique est la suivante :

OOH

Figure 19 : Acide gallique (Acide 3,4,5-trihydroxylenzoique)
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6.1.2 Mode opératoire

Un volume de 0,25ml d’extrait dissout dans de Béibl est mélangé a 1,25 ml de
réactif de Folin-ciocalteu. Apres 3 minutes de entle réaction du mélange, 1ml de la
solution de carbonate de sodium {8&s) a une concentration de 75g/l est ajouté. Apres 30
minutes d’incubation a I'abri de la lumiére et enp&rature ambiante, 'absorbance est lue a
765 nm. L'expérience est répétée trois fois poaqcie concentration d’extrait.

La concentration en composés phénoliques totaudétstminée en se référant a la
courbe d’étalonnage de I'acide gallique et seraimge en g équivalent d’acide gallique par

mg d’extrait.

6.2 Dosage des flavonoides :

La méthode au trichlorure d'aluminium (AfCodifiee(Lamaison et Carnet, 1990;
Huang etal., 2004)a été employée pour la détermination de la ter@atet en flavonoides

des extraits étudiés.

6.2.1 Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe aves f[flavonoides dont on dose
'absorbance a 420 nm. Le flavonoide standardsétiians cette méthode est la quercétine

dont la formule chimique est la suivante :

oH
_;-':'MJOH
[
Ho | S UT S
L -
T OH
oH o

Figure 20 : Quercétine

6.2.2 Mode opératoire

1ml d’extrait dissout dans de I'éthanol est ajoauté ml de la solution éthanolique de
chlorure d’aluminium. Apres 1h d’incubation a temgi@re ambiante, I'absorbance est
mesurée a 420 nm. Cette expérience est répétéddini

La teneur en flavonoides est déterminée en searéférla courbe d'étalonnage de la

quercétine et sera exprimée en ug équivalent deépiree par mg d’extrait.
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7 Evaluation de [lactivité antioxydante des huiles

essentielles et des extraits obtenus

L’activité antioxydante a été évaluée vitro par deux méthodes de référence citées
dans la littérature : le pouvoir réducteur et iatt d’inhibition du radical DPPH (2-2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl). Le pouvoir antioxydamies huiles essentielles et des extraits
éthanoliques a été comparé a un ou plusieurs adioks de synthese (BHT, BHA, acide

ascorbique).
7.1 Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

7.1.1 Principe

La capacité de céder des hydrogenes par les lasgentielles, extraits ou par certains
composés purs, est mise en évidence par une meésipadtrophotométrique en suivant la
disparition de la couleur violette d’une solutidhanolique contenant le radical libre DPPH
(2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Le piégeage du radical DPPH est suivi par la ditnidm de I'absorbance a 517 nm qui

est due a la réduction du radical par I'antioxydt).

7.1.2 Mode opératoire

Le test utilisant le radical DPPH est réalisé emast la méthode décrite pBurits et
Bucar (2000)et Sahin etal. (2004) ou 25 pl de chacune des dilutions des huiles dsfiest
et d’extraits testés sont mélangés dans la cgllaleée dans la cuvette du spectrophotometre
avec 975ul d’'une solution éthanolique de DRBBILM). Apres une période d’incubation de
30 min a l'abri de la lumiére et de I'oxygéne atplodérique, et a température ambiante,
'absorbance est lue a 517 nm. Les expériencesrsalisées en 3 répétitions pour chaque
concentration.
La méme procédure est appliquée aux témoins (refésede comparaison) : BHT et BHA

Le pourcentage d’activité antioxydante (1%) estubf selon la formule suivante :
| (%) = [(Ablanc— Aech) / Abland X 100
- Apanc. Représente l'absorbance du DPPH au temps zérat diaddition de

I’échantillon (huile essentielle, extrait ou témjodnune concentration donnée.

- Ascn Absorbance de I'échantillon testé aprés 30mn.
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7.1.3 Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des

radicaux (IC sp)

Elle est définie comme étant la quantité ou la eatration d’antioxydants (HE,
extraits ou toute autre substance antioxydanteg¢ssaire pour inhiber ou faire disparaitre

50% des radicaux. Elle est obtenue a partir deudégn de la courbe de I'activité

antioxydante (%) en fonction de la concentratiotat@ioxydant.
7.2 Mesure du pouvoir réducteur

7.2.1 Principe

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles ettidigs représente I'aptitude de ces
composés a réduire le fer ferrique en fer ferrélatte aptitude est évaluée par la méthode
décrite paiQOyaizu (1986)

7.2.2 Mode opératoire

L’estimation du pouvoir réducteur des échantillénsdiés (HE, extraits, BHT, BHA
et I'acide ascorbique) est obtenue selon le pra¢oexpérimental illustré dans la figure 21.
L’augmentation de I'absorbance indiquera une augat®n du pouvoir réducteur. Le

test a été répété 3 fois pour chaque concentrat®nhaque échantillon étudié.
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0.125 ml de la solution éthanolique de I'échantillo

l

2.5 ml d’'une solution tampon phosphate (0.2 M, [&5)

2.5 ml d’hexacyanoferrate de potassium ¢ (CN}] (1%)

l

Incubation de 30 mn a 50°C

l

Addition de 2.5 ml d’acide trichloracétique (10%)

l

Centrifugation pendant 10 mn a 1500 tr/mn

l

Addition de 2.5 ml d’eau distillée a la phase siqée

l

Addition de 0.5 ml de chlorure ferrique Feg(fl.1%)

Mesure de I'absorbance a 700 nm

Figure 21 : Procédure de mise en ceuvre du test doyvoir réducteur
8 Evaluation de [l'activité antimicrobienne des huil es
essentielles et des extraits

Cette partie consiste a mettre en évidence le poamtimicrobien de nos échantillons
d’huiles essentielles et d’extraits par deux meég#isadqualitative et quantitative réalisées au
niveau duCRD-SAIDAL (El Harrach, Alger).

8.1 Etude qualitative de I'effet antimicrobien

La techniqgue que nous avons utilisée pour cettdeést I'aromatogramme ou la
meéthode de diffusion en milieu gélosé en utilisdes$ disques stériles en cellulose. C’est la
meéthode utilisée par certains aute(IP®ans et Ritchie, 1987 ; Smith-Palmer edl., 1998;
Lis-Balchin et Hart, 2000 ; Burt et Reinders, 2003 Kabouchée® et al., 2005)
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Le principe de la méthode a été tiré a partir ditage des ATB « Pharmacopée
Européenne, 2002 », le mode opératoire quant aalété approuvé par la directrice du
laboratoire de microbiologie dDRD-SAIDAL .

8.1.1 Aromatogramme

* Principe

La méthode des aromatogrammes consiste a dépod&qure stérile en cellulose de 6
mm de diameétre imprégné de I'HE ou de solution muédtique d’extrait a 1/5(m/m), sur la
surface d’'une gélose préalablement coulée dansbaite de Pétri et ensemencée avec le
micro-organisme testé. Aprés incubation, la lecties résultats se fait par la mesure du
diamétre (en mm) de la zone claire indemne de edamutour du disque absorbant, appelée :
zone d’inhibition (figure 22).
Boite de pétrie
Souches test

Milieu de culture gélosé

Disque imbibé d’HE

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 22 : lllustration de la méthode des aromatogmmes sur boite de pétri

8.1.2 Souches microbiennes testées

Pour évaluer I'activité antimicrobienne des HE éted, on a testé ces derniéres sur 9
micro-organismes (7 bactéries pathogenes et 2dsyuioutes de souches sont pures et issues
de la collection dCRD-SAIDAL .
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Tableau 8 : Liste et caractéristiques des souchesarobiennes testées

Nom N° ) Principales infections
Gram Famille )
de la souche ATCC causées

-Gastro-entérites ;

Staphylococcus aureus 6538 | + Micrococcaceae | -Infections urinaires ;

-L’ostéomyelite et l'arthrite.

-Douleurs abdominales.

Enterococcus faecium| 6569 + Enterococcaceae i o
-Diarrhées aigués.

Bacillus subtilis 9372 | + Bacillaceae |-Gastro-entérites.
-Crampes abdominales ;

Pseudomonas

_ 9027 - Pseudomonadacepe . '

aeruginosa -Troubles digestifs.
-Diarrhées dysentériformes

Escherichia coli 4157 - Enterobacteriacege .
-Gastro-enterites.
-Vasodilatation ;
-Troubles neurologiques et

Klebsiella pneumoniag 4352 - Enterobacteriacege

gastro-intestinaux ;

-Risque d’abcés pulmonaire.

-Infections des voies

Bordetella o L. )
4617 - Alcaligenaceae |'espiratoires supérieures ;

bronchiseptica
-Bronchites, pneumonies.

-Lésions cutanées ;

Candida albicans 24433 Cryptococcaceag -Infections oesophagiennes

-Infections génitales.

Saccharomyces R
, 2601 Saccharomycetaceaouche non pathogene.
cereviceae
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8.1.3 Protocole expérimental

8.1.3.1 Préparation de l'inoculum

* Pour les bactéries

A partir d’'une culture jeune de 18h, on réalise despensions en prélevant 3 a 5
colonies bien isolées et identiques, et les mdtres 5 ml d’eau physiologique stérile, puis on
agite au vortex pendant quelques secondes.

Pour la lecture de la transmittance, on utilise spectrophotometre réglé sur une
longueur d’onde de 620 nm. La transmittance dog& éntre 22% et 32%, ce qui correspond a
une concentration de 18 1¢ germes/ml.

* Pour les levures

La préparation de I'inoculum pour les levures astnéme que celle pour les bactéries

sauf que, pour les levures, la culture doit éttmgede 48h et que la transmittance doit étre

entre 2% et 3%, ce qui correspond toujours & uneardration de 104 1 germes/ml.

8.1.3.2 Examen de I'échantillon

» Préparation des milieux de culture
La préparation des milieux de culture utilisésérétlisée seloGuiraud, 2003
v" Milieu Mueller-Hinton pour les bactéries
Le milieu de Mueller-Hinton est un milieu soliddlis€ notamment pour la recherche
de la sensibilité des bactéries aux HE. Pour peépHc de ce milieu il faut: I'extrait de
viande (2g), hydrolysat acide de caséine (17,5gidan (1,59) et de la gélose (10g9).
On mélange les différents ingrédients puis on datecpendant 15 min a 115°C. Par
la suite, on répartit le milieu qui doit étre pl¢ 7,4 dans des flacons de 250 ml.
v" Milieu Sabouraud gélosé pour les levures
C’est un milieu Sabouraud-glucose constitué lui-m&hun bouillon gélosé a 2%. Avant
d’additionner la gélose, on doit préparer le Sahdodrglucose qui a comme ingrédients :
peptone de viande (5g), peptone de caséine (%ly) giucose (209).
Le milieu Sabouraud-glucose qui doit étreptte6.3, est réparti en tubes a essais de 9
a 10 ml, ces derniers sont par la suite autoclpgédant 20 min a 120°C.
» Préparation de la premiere couche du milieu
On fait fondre le milieu gélosé Muller-Hinton et &abouraud dans un bain marie a
95°C, puis on verse aseptiquement une premiereheodans les boites de Pétri a raison de

15ml par boite avec 3 répétitions par souche. @seaefroidir et solidifier sur la paillasse.
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» Préparation de la deuxieme couche du milieu
On fait fondre le milieu gélosé Muller-Hinton & Sabouraud dans un bain marie a
95°C puis on baisse la température jusqu’a 45°@hdes remplit dans des flacons de 50 ml.
On ensemence les milieux avec 200 ul de chaqueessigm et on agite manuellement ; puis
on transvase rapidement 4 ml de chaque milieu iBoswr la surface de la premiere couche
(couche support) de gélose solidifiee. On étale édiatement la couche en faisant pivoter la
boite sur elle-méme pour avoir une surface unifoetnen laisse solidifier sur la paillasse.
» Dépobt des disques
A l'aide d’'une pince stérile, on préléve un disgigecellulose stérile, on I'imbibe avec
I'HE ou de solution d’extrait a tester en mettaglement en contact le bout du disque, celui-
ci va absorber progressivement jusqu’a imprégnattale du disque.
On dépose le disque sur la surface de la gélose opdaisse diffuser sur la paillasse
pendant 30 minutes. On incube a 37°C pendant 24h Ipe bactéries et 25°C pendant 48h

pour les levures.

8.2 Etude quantitative de I'effet antimicrobien

Cette étude nous permettra de déterminer les ctratiens minimales inhibitrices

(CMI) des souches les plus sensibles aux échargitiestés.
8.2.1 Détermination de la concentration minimale i nhibitrice (CMI)

8.2.1.1 Principe

Cette méthode a comme principe d'effectuer destidila de I'huile essentielle et
d’extraits testés dans le milieu gélosé solide BfeHinton pour les bactéries et Sabouraud
pour les levures, puis inoculer ce milieu avecdesches testées ; grace a ces dilutions on

pourra définir la plus faible concentration quiilmdra la croissance microbienne.

8.2.1.2 Protocole expérimental

* Préparation de 'inoculum
A partir de jeunes cultures (18h a 24h pour ledévees et 48h pour les levures), on
réalise des suspensions d& @érmes/ml, a partir de cette suspension on prépwesérie de
dilutions allant de 16a 10* germes/ml.
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» Préparation de la gamme de dilutions des huiles esstielles et des solutions
meéthanoliques d’extraits testés
On procéde suivant ces étapes :

» Liguéfaction de 200 ml du milieu a 95°C dans umbmarie ; en lui additionnant 1 ml
de Tween 80.

» Préparation d’'une dilution de 2% de I'HE ou d’exteatester en diluant 1 ml de notre
HE dans 49 ml du milieu, et 5ml de notre solutioétimanolique d’extrait dans un flacon
contenant 45 ml du milieu gélose (Muller-Hinton pdes bactéries et Sabouraud pour les
levures).

> Bien homogénéiser I€"flacon puis verser 25 ml de son contenu dans tne #lacon
puis ajuster a 50 ml de milieu pour avoir la didatide 1%, continuer ainsi jusqu’a obtention
de la dilution 0.03%.

» A partir de chaque dilution préparé, on verse 2@anls chaque boite de pétri et on
les laisse solidifier.

» Ensemencer les boites par spotage a l'aide d'uneroseringue de 3ul des
suspensions microbienne de la dilution*1germes/ml, on laisse diffuser sur la paillasse
pendant 30 minutes. On incube a 37°C pendant 24h Ipe bactéries et 25°C pendant 48h
pour les levures.

On parlera de CMI la ou aucune croissance visil@strtonstatée au niveau des spots

tout en sachant que la présence d’'une ou deuxieslaiest pas prise en considération.
9 Analyse statistique

Les résultats obtenus lors de I'évaluation de iNé€ét antioxydante et antimicrobienne
des HE et des extraits testés ont fait I'objet d'étude statistique par I'analyse de la variance
a une variable (ANOVA 1) et I'analyse par le tesfldickey en utilisant le logiciel SPSS 10.

Tous les graphes et les histogrammes obtenus éntealisés en utilisant les deux
logiciels : Excel (de Microsoft Office 2007) et §séica 9.0.
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Résultats et discussion

1 Localisation des sites producteurs des huiles

essentielles

1.1 Cas des lamiacées

Les observations effectuées a partir des coupgsidgiques des tiges et des feuilles
de Teucrium poliunmssp capitatumet deThymus pallescensonfirment la présence de poils
tecteurs (PT), sécréteurs (PS) et glandulaires (B@)autour des tiges et feuilles comme
lillustrent les figures (23 a 26).

(Gr: 40 x 10) (Gr:40x 10)
Figure 23: Coupe transversale d’une tige de Figure 24: Coupe transversale d’'unefeuille

Teucrium poliumsspcapitatum deTeucrium poliumsspcapitatum

- =Y 3 i

(Gr:40x 10) (Gr:40x 10)
Figure 25: Coupe transversale d’'une tige de Figure 26: Coupe transversale d'une feuille de
Thymus pallescens Thymus pallescens
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Seuls les poils glandulaires et sécréteurs ontitiaje de biosynthétiser, sécréter et
séquestrer les huiles essentielles en quantitéisagive (Sharma etal., 2003).

Aprés examen des différentes coupes, nous remasoyo ces poils sont beaucoup
plus abondants sur les feuilles que sur les tiges.ailleurs, les dépbts exogénes d’huiles

v s

suggerent la non nécessité d’'un broyage de la reatégétale.

1.2 Cas des cupressaceées

Les coupes histologiques effectuées sur les feudtefruits deJuniperus phoenicea

révélent la présence de canaux sécréteurs (CS) ediiostrent les figures 27 et 28.

(Gr:40x10) (Gr:40x10)
Figure 27: Coupe transversale de fruit de Figure 28 Coupe transversalle de feuille de
Juniperus phoenicea Juniperus phoenicea

Compte tenu de 'organisation histologique des garsgcréteurs, on constate que les
huiles essentielles des feuilles et des fruitdut@perus phoenicesont a dépdt endogéne, ce
qui nécessite un broyage de la matiere végétatedafifaciliter leur extraction et obtenir de

meilleurs rendements.

2 Rendement de I'extraction en HE

2.1 Le Thym

Le tableau 9 illustre les rendements obtenus endelEespeceThymus pallescens

avec et sans broyage.
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Tableau 9: Rendement de I'extraction en HE d@hymus pallescens

Rendements en % (ml/100gr)

Espéce Avec broyage Sans broyage
Thymus pallescefs 3,95 4,80
Thymus pallescehs 2,38 3,06

a: Thym de Kadirignotre échantillon). b : Thym de TablafBousbia, 2004)

Les rendements obtenus sont nettement supériaagxatrouvés paBousbia (2004)
qui a travaillé sur la méme espece provenant deétpon de Tablat. Cet écart est
probablement attribué a la différence de provenateda matiére végétale ainsi qu'a la
période de récolte.

Hazzit et Baaliouamer (2009)ont travaillé surThymus pallescenprovenant de
plusieurs régions d’Algérie et ont enregistré dasdements qui varient entre (4,2%-4,6%)

pendant la période de floraison, ce qui est enrdc@eec les résultats obtenus.

2.2 Le Genévrier

Le tableau 10 illustre les rendements obtenus endel& feuilles et des fruits de

Juniperus phoenicea

Tableau 10 : Rendement de I'extraction en HE d@uniperus phoenicea.

Rendements en % (ml/100gr)

Espece Feuilles Fruits
Juniperus phoenicéa 0,39 2,75
Juniperus phoenic&a 0,20 2,54

a : Notre échantillon ; b : (Angioni etal. 2003)
D’aprés le tableau ci-dessus on remarque que @ereent en HE des fruits (2,75%)

est nettement supérieur a celui des feuilles (0)3%és résultats se rapprochent de ceux
rapportés paAngioni et al. (2003) qui ont travaillé sur I'espéce druniperus phoenicea
d’Italie.
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3 Lacinétigue d’extractiondesH E

Dans le but d’étudier I'influence de I'état de latiere végétale (entiere ou broyée)
la cinétique d’extraction, nous avons suivi I'éwan cu rendement en HE de th en
fonction de la durée d’extracti (figure 29).

——Sans broyage —#—Avec broyage
500 - e e -

Rendement (ml)

O A0 20 20 a0 0 & 10 20 o0 AQ0 AAO 420 420

Temps (min)

Figure 29: Evolution du rendement en HE du thym dans le temg

A partir des deux courb représentées dans la figure ci-dessugis constatons q
leurs allures générales sont croissantes et gs’'aédledent vers un palier au bout de 7in.
Elles augmentent trés rapidement au début de dietitn jusqu’a 50 min, pour atteindre
rendement égale a 4,45 % et 3,8 % respectivemant lpothym entier et broyé. Noi
constatons deés a présent que la valeur du rendelaehym entier est netteent supérieure a
celui du thym broyé, ce qui est di a une déperdidi® composés volatils durant le broyage
la matiere végétaldonc, il est plus intéressant d’effectuer uneation sans broyage de

matiere végétale.

Les vitesses instantanées xtraction de 'HE du thym sont calculées a parts

rendements instantanés en HE notés chaque (figure 30).
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—&—Sans broyage —®—Avec broyage

1,20
1,10
1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Rendement instantané

O A 20 20 a0 &0 & 10 @0 9O A0 O 420 A0

Temps (min)

Figure 30 : Evolution de la vitesse d’extraction efionction de la durée d’extraction de
I'HE du thym

La figure ci-dessus illustre une forte diminutida la vitesse durant les 50 premieres
minutes, ce qui se traduit par un entrainement ifndssI’'HE ou prés de 96% et 92% de
I'huile est récupérée respectivement avec et sary@fe. Puis a partir de 70 min on remarque
un affaiblissement de la vitesse, cela signifiglquy a plus d’huile a extraire et que I'on peut

arréter I'extraction.
4 Analyse qualitative et semi-quantitative des HE p  ar CPG
et CG-SM
La composition chimique des différentes HE a étie foar CPG et CG-SM.
4.1 Analyse des HE des especes de la famille des| amiacées

4.1.1 Teucrium polium ssp capitatum

Le tableau 11 regroupe les résultats de I'analyseQPG et CG-SM de I'HE de la

germandrée.
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Tableau 11 : Composition chimique de I'HE deTeucrium poliumssp capitatumobtenue

par CPG et CG-SM

o . IR Concentration .
N° Nom du composé HPEMS  PEG (%) Identification

1 a-Thujene 925 1029 0,1 IR, SM, Etalon
2 a-Pinene 935 1026 4,1 IR, SM, Etalon

3 2,4(10)-thujadiene 945 - t IR, SM
4 Camphene 948 1072 0,2 IR, SM, Etalon
5 Sabinene 972 1132 t IR, SM

6 p-Pinene 976 1119 10,5 IR, SM, Etalon

7 1-Octen-3-ol 986 1462 0,2 IR, SM

8 p-Myrcene 992 1173 1,6 IR, SM, Etalon
9 a-Phellandrene 1005 1177 0,1 IR, SM, Etalon
10 o-Terpinene 1017 1192 0,2 IR, SM, Etalon
11 p-Cymene 1026 1290 0,8 IR, SM
12 Limonene 1029 1212 3,1 IR, SM, Etalon
13 1,8-Cineole 1033 1223 0,1 IR, SM, Etalon
14 cis-B-Ocimene 1042 1233 0,1 IR, SM
15 transp-Ocimene 1048 1272 0,2 IR, SM
16 vy-Terpinene 1061 1261 0,7 IR, SM, Etalon
17 Terpinolene 1087 1300 0,2 IR, SM, Etalon
18 Linalool 1104 1558 0,5 IR, SM, Etalon
19 pB-Thujone 1105 1426 0,1 IR, SM
20 cis-p-2-menthen-1-ol 1107 - 0,1 IR, SM
21 Chrysanthenone 1110 1489 0,1 IR, SM
22 Campholaldehyde 1113 1401 0,2 IR, SM
23 4-Acetyl-1methylcyclohexene 1117 - 0,2 IR, SM
24 B-Pinone (nopinone) 1119 1562 0,1 IR, SM
25 trans-Pinocarveol 1126 1629 1,0 IR, SM
26 Camphor 1144 1556 0,3 IR, SM
27 Verbenol 1146 1683 0,3 IR, SM
28 p-Menth-4(8)-ene 1158 - 0,1 IR, SM
29 Pinocarvone 1162 1586 0,5 IR, SM
30 Borneol 1167 1732 0,2 IR, SM
31 Pinocamphone 1172 1530 0,1 IR, SM
32 4-Terpineol 1177 1613 0,4 IR, SM, Etalon
33 p-Cymen-8-ol 1187 1864 0,1 IR, SM
34 a-Terpineol 1194 1723 0,1 IR, SM, Etalon
35 Myrtenal 1196 1649 0,9 IR, SM
36 Myrtenol 1198 1804 0,8 IR, SM
37 Verbenone 1203 1730 0,1 IR, SM
38 trans-Carveol 1205 1805 0,1 IR, SM
39 Cuminaldehyde 1215 1748 0,1 IR, SM
40 Carvone 1218 1704 0,1 IR, SM
41 Bornyl acetate 1285 1608 0,1 IR, SM
42 o-Fenchyl acetate 1293 1690 0,1 IR, SM
43 Thymol 1302 2212 0,3 IR, SM, Etalon
44  Carvacrol 1318 2238 5,5 IR, SM, Etalon
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45

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77

78
79

1,5,5-Trimethyl-6-methylene-

cyclohexene
a-Cubebene
Eugenol
a-Copaene
B-Bourbonene
B-Cubebene
B-Elemene
a-Gurjunene
B-Caryophyllene
B-Gurjunene
a-Bergamotene
a-Amorphene
a-Humulene
Allo-aromadendrene
Germacrene D
Bicyclosesquiphellandrene
Bicyclogermacrene
y-Cadinene
d-Cadinene
Cadina-1,4-diene
a-Cadinene
a-Calacorene
Germacrene B
Germacrene D-4-ol
Spathulenol
Globulol

Viridiflorol
Caryophyalldienol
t-Cadinol

a —Cadinol
Nootkatone
Hexahydrofarnesyl acetone

Hexadecanoic acid (palmitic

acid)
Phytol
Pentacosane

1337

1348
1353
1372
1380
1390
1394
1403
1415
1432
1434
1441
1452
1457
1477

1488

1492
1511
1518
1527
1529
1530
1558
1568
1570
1574
1587
1628
1639
1650
1774

1849

1982
2121

2500

1457
2172
1509
1536
1549
1600
1549
1612
1532
1563

1687
1663
1726
1766
1776
1772
1799
1785
1895

2154
2098

2104

2198
2259

2131

2500

0,2
0

2

0,1

1,

0

0,8

0
0,
01

0,

01
0

2

2
2
6
2
2

0,1
0,2
0,4

15,3

0,4

5,5

11
2,

6
9

0,3
0,1

0

0,

2
6

0,2
2,3
0,5

19

0,4

18,3

1,9
0,1

0,1
t

0,2

t

IR, SM

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM

IR, SM

IR, SM
IR, SM

Composeés identifiés (%)
Hydrocarbures Monoterpeniques
Monoterpénes oxygenes
Hydrocarbures Sesquiterpeniques
sesquiterpenes oxygenes

Autres

92,1
22,0
12,4
31,2
25,5
1,0

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gon
polaire (HP5MS).SM : Comparaison avec les spectres de masses fournis fibrairie du spectrometre de

masset : Concentration inférieure a 0,05%.
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Abundance TIC: 80TPBOUS.D
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Figure 31 : Chromatogramme de I'HE deTeucrium poliumsspcapitatumobtenu par
CG-SM

L’analyse chromatographique de I'HE de cette espacpermis d’identifier 79
composés ce qui correspond a 92,1% de I'ensembleataposés de I'HE analysée.

Le tableau 11 montre une Iégere dominance des bgrdrores sesquiterpeniques et de
leurs dérivés oxygénés représentant 56,7% de I'ldBtre 34,4% pour les composes
monoterpeniques. Parmi les composés majoritairésoane let-Cadinol avec une teneur de
18,3% suivi de pres par le Germacrene D (15,3%) gtRenene (10,5%).

Ces composés majoritaires ont été compareés a oeunes paiCozzani etal. (2005)
et Hammoum et Kerbouche (2007}ui ont travaillé sur la méme espéece provenantatseC
et de kadiria (Bouira) respectivement.
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Tableau 12 : Composés majoritaires de germandrée dérois régions différentes

(Kadiria, Boussaada, Corse).

Nom du composé HE de Kadiria(%) HE de HE de Corse(%)
Boussaada(%)

a-Pinene 6,2 4,1 28,8

B-Pinene 17,0 10,5 7,2

B-Myrcene 4,7 1,6 1,2

p-Cymene 0,7 0,8 7,0

Limonene 51 3.1 3,0
Germacrene D 20,4 15,3 -

Bicyclogermacrene 6,2 5,5 -
t-Cadinol 2,6 18,3 -

HE de Boussaada: Notre échantillon. HE de Kadiria: Hammoum et Kerbouche, 2007.
HE de Corse :Cozzanietal., 2005.

Les principaux composés figurant dans le tableatdessus sont illustrés

graphiguement par la figure 32.

‘ o a-Pinene m B-Pinene OO0 B-Myrcene O Limonene m Germacrene D @ Bicyclogermacrene m t-Cadinol m p-Cymene ‘

70+

60

50+

40+

30

% des principaux composés

20+

10+

0 ‘
HE de Kadiria HE de Boussaada HE de Corse

Figure 32 : Composés majoritaires de germandrée deois régions différentes (Kadiria,
Boussaada, Corse).
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La comparaison des résultats (figure 32) révele différence dans la composition
chimique des trois HE. Cette différence est d’oglrantitatif dans le cas des HE Teucrium
poliumsspcapitatumde Kadiria et Boussaada, et d’ordre qualitatifiergitatif pour 'HE de
la méme espece provenant de Corse ou des commiségue le Germacrene D ou le t-
Cadinol majoritairement présents dans les deux rditloas (Kadiria et Boussaada) sont
absents de I'HE de germandrée de Corse.

Par conséquent, nous pouvons conclure que leseHEspeceTeucrium poliunssp
capitatum différent dans leurs compositions chimiques. Cémorphisme au sein de la
méme espece peut étre da a la variabilité génétigua plante, a la période de récolte, aux
facteurs édapho-climatiques ou bien aux conditidlextractions (Pereira et al., 2000 ;
Hudalib et al., 2002 ; De Feo edl., 2003)

4.1.2 Thymus pallescens
Le tableau ci-dessous donne les composés idergifilesirs proportions dans I'HE de

Thymus pallescens.

Tableau 13 : Composition chimique de 'HE deThymus pallescensbtenuepar CPG et
CG-SM

, IR Concentration e
N° Nom du composé HPEMS  PEG (%) Identification
1 Tricyclene 923 1017 t IR, SM
2 o-Thujene 925 1029 1,4 IR, SM, Etalon
3 o-Pinene 935 1026 1,1 IR, SM, Etalon
4 Camphene 948 1072 0,1 IR, SM, Etalon
5 Sabinene 972 1132 0,1 IR, SM
6 [B-Pinene 976 1119 0,1 IR, SM, Etalon
7 1-Octen, 3-0Ol 982 1411 0,1 IR, SM
8 3-Octanone 987 1225 0,1 IR, SM
9 [B-Myrcene 992 1173 1,5 IR, SM, Etalon
11 3-Octanol 1001 1393 0,1 IR, SM
12 a-Phellandrene 1005 1177 0,2 IR, SM, Etalon
13 -3-Carene 1009 1163 0,1 IR, SM, Etalon
14 a-Terpinene 1017 1192 1,8 IR, SM, Etalon
15 p-Cymene 1026 1290 10,3 IR, SM
16 [B-Phellandrene 1030 1222 0,8 IR, SM
17 transf-Ocimene 1048 1272 0,1 IR, SM
18 y-Terpinene 1061 1261 13,4 IR, SM, Etalon
19 cis-Sabinene hydrate 1069 1567 0,2 IR, SM
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20 1-Nonen-3-ol 1085 1525 t IR, SM
21 Terpinolene 1087 1300 t IR, SM, Etalon
22 trans-Sabinene Hydrate 1099 1482 t IR, SM
23 Linalool 1104 1558 3,9 IR, SM, Etalon
24 a-Campholenal 1125 1502 t IR, SM
25 Borneol 1167 1732 0,3 IR, SM
26 Terpinen-4-ol 1177 1613 0,1 IR, SM, Etalon
27 Carvacrol methyl ether 1242 1976 0,1 IR, SM
28 Thymol 1302 2212 t IR, SM, Etalon
29 Carvacrol 1318 2238 57,7 IR, SM, Etalon
30 a-Copaene 1372 1509 0,1 IR, SM
31 [(-Bourbonene 1380 1536 0,1 IR, SM
32 a-Gurjunene 1403 1549 0,5 IR, SM
33 B-Caryophyllene 1415 1612 1,6 IR, SM
34 a-Humulene 1450 1687 0,1 IR, SM
35 Germacrene D 1477 1726 1,0 IR, SM
36 Bicyclogermacrene 1492 1766 0,6 IR, SM
37 a-Muurolene 1495 1740 t IR, SM
38 [-Bisabolene 1505 1748 0,1 IR, SM
39 y-Cadinene 1511 1776 0,1 IR, SM
40 &-Cadinene 1518 1772 0,2 IR, SM
41 «-Bisabolene 1537 1776 0,1 IR, SM
42 Germacrene D-4-ol 1568 - 0,2 IR, SM
43 Spathulenol 1570 2154 0,2 IR, SM
44 Caryophyllene oxide 1573 2014 0,3 IR, SM
45 Globulol 1574 2098 t IR, SM
46 Ledol 1580 2057 t IR, SM
47 B-Eudesmol 1644 2255 0,1 IR, SM
48 a-Cadinol 1650 2259 t IR, SM
Composeés identifiés (%) 98,9
Hydrocarbures Monoterpéniques 31,0
Monoterpénes oxygénés 62,3
Hydrocarbures Sesquiterpeniques 4,5
Sesquiterpenes oxygénes 0,8
Autres 0,3

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gon
polaire (HP5MS).SM : Comparaison avec les spectres de masses fournis fibrairie du spectrometre de

masset : Concentration inférieure a 0,05%.
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Figure 33: Chromatogramme de I'HE deThymus pallescensbtenu par CG-SM

Les 48 composés identifiés correspondent a uneuteshe 98,9% de I'ensemble de
I'HE injectée. Nous remarguons une nette dominades composés monoterpéniques

(93,3%) et plus précisément des monoterpenes orggrec un taux d&2,3%.
Le Carvacrol qui est un monoterpene oxygené esesepté par un taux de 57,7%,

suivi de ses deux précurseurs biogénétiques qui IsopTerpinene et le p-Cymene qui

représentent dans l'ordre un taux de 13,4 et 10,3%.
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Les résultas trouvéent eté comparés ceux cités paHazzit etal. (2009)qui ont

travaillé sur la méme espéce provenant de plusiégiens (Sidi Aissa, Boussaada et Tak

Tableau 14 : Comparaison entre la composition chimique d'espés de Thymus

pallescengle régions différente

Nom du . HE de Sidi HE de

) HE de Kadiria _ R HE de Tablat
composé Aissa Boussaada
p-Cymene 10,z 17.3 10.0 16.2
y-Terpinene 13,4 12.3 14.2 16.6
Carvacrol 57,1 50.9 46.9 41.5

HE de Kadiria: Notre échantillon ; HE de sidi Aissa, Boussaada, Talfldazzit etal., 200¢).
Le tableau 14st illustré graphiquement par lgure 34.

H p-Cymene my-Terpinene Carvacrol

80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 A

% Des principaux composés

AINANNY

HE de Kadiria HE de Sidi Aissa HE de Boussaada HE de Tablat

Figure 34 : Comparaison entre la composition chimique d’espéceate Thymus pallescens
de régions différentes

Nous constatons que lerésultats obtenusoincident avec ceux trouvés |
Hazzit et al. (2009)ou les principaux composeés sont similaires et fférdnt que par leut
teneurs. Les principaux composés sont -cymene,y-Terpinene et le Carvacrol avec
dominance du Carvacrol. De maniéere générale ongrutjue cette espece, se caracterir
une grande stabilité dans sa composition chimitjgeie le chémotype ayant |-cymene, y-
Terpinene et le Carvacrol comme composés pringigamble étre le plus répandu dan

partie centrale du pays.
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4.1.3 Satureja Calamintha ssp nepeta

Nous reportons dans le tableau ci-dessous ledatsdk I'analyse chromatographique

de I'HE de calament.

Tableau 15 : Composition chimique de I'HE deSatureja Calaminthassp nepetaobtenue
par CPG et CG-SM

, IR Concentration e

N° Nom du composé HPEMS  PEG (%) Identification
1 o-Pinene 939 1026 0,2 IR, SM
2 Sabinene 973 1132 t IR, SM, Etalon
3 B-Pinene 978 1119 0,1 IR, SM, Etalon
4 B-Myrcene 992 1173 t IR, SM, Etalon
5 3-Octanol 1001 1393 0,1 IR, SM
6 p-Cymene 1026 1290 t IR, SM, Etalon
7 Limonene 1044 1212 0,1 IR, SM
8 Eucalyptol 1046 1223 2,8 IR, SM
9 cis —Sabinene hydrate 1075 1567 t IR, SM, Etalon
10 Menthone 1155 1462 0,2 IR, SM
11 Citronellal 1159 1488 t IR, SM, Etalon
12 Isomenthone 1163 1490 19,6 IR, SM, Etalon
13 neo-Menthol 1170 1599 33,0 IR, SM, Etalon
14 Neoisomenthol 1171 1626 0,1 IR, SM
15 Pulegone 1237 1645 39,5 IR, SM
16 Piperitone oxide 1262 - 1,5 IR, SM
17 Isopiperitenone 1281 - t IR, SM, Etalon
18 Carvacrol 1317 2238 0,2 IR, SM
19 Piperitenone 1341 1851 0,1 IR, SM
20 Piperitenone oxide 1363 - 0,4 IR, SM, Etalon
21 o-Copaene 1372 1509 t IR, SM
22 B-Bourbonene 1380 1536 t IR, SM, Etalon
23 Geranyl acetone 1385 1770 t IR, SM
24 Palustrol 1558 1953 0,1 IR, SM
25 Spathulenol 1571 2154 0,1 IR, SM, Etalon
26 Caryophyllene oxide 1578 2014 0,1 IR, SM

Composés identifiés (%) 98,2

Hydrocarbures Monoterpeniques
Monoterpénes oxygenes 97,4
Hydrocarbures Sesquiterpeniques T
Sesquiterpenes oxygénes 0,3
Autres 0,1

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gon
polaire (HP5MS).SM : Comparaison avec les spectres de masses fournia fiarairie du spectromeétre de
masset : Concentration inférieure a 0,05%.
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Figure 35: Chromatogramme de I'HE de Satureja calamintha ssp. nepetdbtenu
par CG-SM

L’analyse par CG et CG/SM de 'HE &atureja Calaminthaspnepeta(tableau 15) a
permis l'identification de 26 composés corresjaon a une teneur de 98,2% de I'ensemble
de HE injectée. Les monoterpenes oxygénés ave&Qadphstituent la quasi-totalité de cette
HE. Les principaux composés sont le pulegone (39,5% neo-menthol (33%) et
lisomenthone (19,6%). Si 'on compare les principaomposés de cette huile avec ceux de
la méme espéce provenant de corse, on peut diregjuésultats obtenus sont en accord avec
ceux rapportés paossi etal. (2007)ou le pulegone représente le composé principal ame
taux de 49% suivi de menthone (21,5%) et de I'isutmene (8,3%).
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4.2 Analyse des HE des especes de la famille des ¢ upressaceées

4.2.1 Juniperus phoenicea

Le tableau ci-dessous représente la compositiomighe de I'huile essentielle des

feuilles et des fruits déuniperus phoenicea.

Tableau 16 : Composition chimique de 'HE deluniperus phoeniceabtenuepar CPG et
CG-SM

N° Nom du composé R Cchentratlon (%) Identification
HP5MS PEG Feuilles Fruits

1  Tricyclene 923 - t t IR, SM, Etalon

2  o-Pinene 939 1026 34.4 80.8 IR, SM, Etalon

3  2,4(10)-Thujadien 945 - 0.1 0.1 IR, SM, Etalon

4  o-Fenchene 949 1059 0.1 0.1 IR, SM

5 Camphene 951 1072 0.1 0.2 IR, SM, Etalon

6  Verbenene 953 1121 t 0.1 IR, SM

7  Sabinene 972 1132 - 0.1 IR, SM

8 pB-Pinene 978 1119 0.3 1.8 IR, SM

9  B-Myrcene 992 1173 0.4 0.6 IR, SM, Etalon

10 a-Phellandrene 1007 1177 t - IR, SM, Etalon

11 5-3-Carene 1009 1163 5.9 1.9 IR, SM, Etalon

12 p-Cymene 1026 1290 0.2 0.2 IR, SM

13 B-Phellandrene 1030 1222 1.7 0.1 IR, SM, Etalon

14 limonene 1044 1212 - 0.6 IR, SM

15 y-Terpinene 1060 1261 t - IR, SM, Etalon

16 a-Pinene oxide 1063 - - 0.2 IR, SM

17 Fencholenic aldehyde 1088 - t 0.1 IR, SM

18 Terpinolene 1093 1300 0.1 - IR, SM

19 p-Cymenene 1095 1452 t t IR, SM, Etalon

20 Linalool 1104 1558 0.1 - IR, SM, Etalon

21 o -Campholene aldehyde 1113 1401 0.2 0.5 IR, SM, Etalon

22 Camphor 1126 1629 t 0.2 IR, SM

23 Pinocarveol 1137 1664 0.1 0.8 IR, SM

24  Verbenol 1146 1686 - 0.6 IR, SM

25 Isomenthone 1163 1490 t - IR, SM

26 4-Terpineol 1177 1613 - t IR, SM

27 p-Cymen-8-ol 1187 1864 - 0.1 IR, SM

28 o -Terpineol 1194 1723 0.1 0.1 IR, SM

29 Myrtenal 1196 1649 t 0.1 IR, SM

30 Myrtenol 1198 1804 - 0.1 IR,SM

31 Estragol 1200 1655 t - IR, SM
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32 Carveol

33 Fenchyl acetate
34  Citronellol

35 Pulegone

36 Cuminaldehyde
37 Linalyl acetate
38 dihydrocarvyl acetate
39 Bornyl acetate
40 Carvacrol

41 o-Cubebene

42  Terpinenyl acetate
43 Neryl acetate
44 o-Copaene

45 B-Bourbonene
46 Geranyl acetate
47 B-Elemene

48 B-Caryophyllene
49 Aromadendrene
50 y-Elemene

51 Longipinene

52 o-Humulene

53 y-Muurolene

54 Germacrene D
55 pB-Selinene

56 Ledene

57 Epibicyclosesquiphelland

rene
58 a-Muurolene

59 y-Cadinene

60 cis-Calamenene

61 o&-Cadinene

62 Epizonarene

63 «o-Calacorene

64 Elemol

65 Germacrene B

66 Nerolidol

67 Germacrene D-4-0Ol

68 Caryophyllene oxide

69 Salvial-4(14)-en-1-one
70 Humulene oxide

71 B-Eudesmol

72  t-Muurolol

1205
1227
1233
1237
1241
1258
1275
1285
1317
1346
1356
1366
1372
1380
1385
1394
1417
1437
1437
1441
1452
1472
1480
1485

1486

1488

1497
1511
1516
1519
1520
1530
1549
1558
1565
1569

1573

1582

1642
1644
1647

1805
1490
1762
1645
1815
1663
1585
1608
2238
1457
1714
1733
1509
1536
1770
1600
1620
1625

1687

1690
1742

1743

1713

1740

1776
1835

1772

1895
2081

2050

2014

2015
2255

0.1
0.2
0.1

0.6
0.2
0.1
0.4
0.1
7.2

0.2
0.1

0.2
2.1

0.2

0.1
1.0
0.3
0.6
0.2

3.4

0.8
0.4
4.3
5.8
0.3
0.3
0.7
0.2
0.3
0.1

3.9
0.2

0.7
0.6

0.1

0.2
0.1
0.2
0.1

0.1

0.1

3.9

0.1
1.6

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM

IR, SM, Etalon

IR, SM

IR, SM, Etalon

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM

IR, SM, Etalon
IR, SM, Etalon

IR, SM
IR, SM
IR, SM

IR,SM

IR, SM

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM

IR, SM

IR, SM
IR,SM
IR, SM

IR, SM

88



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultasdiscussion

73 o-Cadinol 1650 2259 1.6 - IR, SM
74 o-Eudesmol 1896 2244 0.4 - IR, SM
75 Azunol 1912 - 0.3 - IR, SM
76 Epimanoyl oxide 2055 - 0.4 - IR, SM
Composeés identifiés (%) 82.5 97.8
Hydrocarbures Monoterpéniques 43.3 86.6
Monoterpénes oxygénés 9.4 3.8
Hydrocarbures Sesquiterpeniques 20.6 1.6
sesquiterpenes oxygéenés 9.2 5.8

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gon
polaire (HP5MS).SM : Comparaison avec les spectres de masses fournis fibrairie du spectrometre de
masset : Concentration inférieur a 0,05%.
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Figure 36 : Chromatogramme de I'HE des feuilles dduniperus phoeniceabtenu
par CG-SM
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Abundance TIC: 87JB.D
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Figure 37 : Chromatogramme de I'HE des fruits deJuniperus phoeniceabtenu
par CG-SM

L’analyse par CG et CG/MS des huiles essentietktsaites des feuilles et des fruits
de Juniperus phoenicea permis l'identification de 66 composés reprémenB2.5% de
I'huile essentielle des feuilles et 49 composéalisant 97.8 % de 'huile essentielle des fruits
(tableau 16).Les hydrocarbures monoterpéniquesrsajuritairement présents dans les deux
huiles essentielles avec des taux de 86.6% poufrués et 43.3% pour les feuilles. En
revanche les hydrocarbures sesquiterpéniques santcbup plus présents dans les feuilles
(20.6%) que dans les fruits (1.6%).

Les deux huiles essentielles difféerent entre etlass certains constituants ou on
trouve des composés détectés uniquement dansiided®u dans les fruits, ainsi que dans la
teneur des composés communs. Le composé majoritieise feuilles et des fruits est
I'a-pinene avec des taux de 34.4% et 80.8% respectiversuivi de Terpinenyl acetate
(7.2%), o6-3-Carene(5.9%), 6-Cadinene(5.8%), cis-Calamenene(4.3%), Caryophgllen
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oxide(3.9%) et I' Epibicyclosesquiphellandrene #8)4pour les feuilles et du Caryophylle
oxide(3.9%)5-3-Carene(1.9%)3-Pinene(1.8%) et I'Humulenaxide(1.6%) pour les fruit

Le tableau cdessous regroupe les résultats d’'une comparaisine ks teneurs ¢
guelques composés majoritairess huiles essentielles deuilles et de fruits dJuniperus
phoeniceaétudiéeet ceux cités dans la littérire (Mazari et al., 2010; Achak et al., 2009 et
Angioni et al., 2003.
Tableau 17: Comparaison des teneurs (%) des composés majoritas des huiles

essentielles des feuilles et desuits de Juniperus phoenicea.

Algérie
) Maroc® ltalie
composes Bouiré® Tlemcen
Feuilles  Fruits Feuilles Feuilles Feuilles Fruits
a-Pinene 34.4 80.8 34.5 38.2 48.9( 87.54
0-3-Carene 5.9 1.9 4.7 7.6 22.82 1.23
B-Phellandrene 1.7 0.1 22.4 t 10.01 2.81
d-cadinene 5.8 0.1 0.5 t - -
Terpinyl acetate 7.2 0.8 14.7 - 2.61 0.51
a: nos échantillonsh : Mazari etal., 2010; ¢ : Achak etal., 2009; d : Angioni etal., 2003
B o-Pinene m6-3-Carene W B-Phellandrene M 6-cadinene W Terpinyl acetate
“é 100 -~
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F : feuilles ; Fr : fruits
Figure 38: Comparaisor des teneurs (%) des composés majoritaires des his
essentelles des feuilles et des frui de Juniperus phoenice:
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D’aprés le tableau 17 nous remarquons que le#tatsobtenus sont en accord avec
ceux de la majorité des échantillons étudiés pardiférents auteurs qui rapportento
Pinenecomme composé principal. Nous remarquons ausslagtemeur de lo-Pinene dans
les feuilles de notre échantillon est identiqueedle deJuniperusprovenant de Tlemcen.

En ce qui concerne les feuilles dleniperusnous avons remarqué certaines différences
dans les teneurs de certains composés tels queerpiayl acetate qui est présent dans les
feuilles de notre échantillon et celui de Tlemcereca des taux de 7.2% et 14.7%
respectivement et totalement absent dadsihgerusdu Maroc et ne dépasse pas 2.61% dans
celui d’'ltalie, lep-Phellandrene (1.7%) dans notre échantillon cob2d% et 10.01% pour
celui de Tlemcen et d’'ltalie respectivement.

Pour les fruits du genévrier, on constate quedasurs des principaux composés de
notre échantillon se rapprochent a cellesJdaiperusd’ltalie avec I' a-Pinenecomme
compose principal.

D’autres auteurs ont travaillé sur la méme espé&ogepant de différentes régions
(Dob etal., 2008 ; Achak etal., 2008 et El-sawi etl., 2007 ont montré la dominance du

monoterpénen-pinene dans les feuilles et les fruitsddmiperus phoenicea.

4.2.2 Tetraclinis articulata

Le tableau ci-dessous représente les composedfigerdt leurs proportions dans

I'hnuile essentielle des feuilles et fruits @etraclinis articulata

Tableau 18 : Composition chimique de I'HE deTetraclinis articulataobtenuepar CPG et

CG-SM

o . IR Concentration (%) .
N Nom du composé HPEMS PEG Fouilles Fruits Identification
1 Tricyclene 923 - 0.3 t IR, SM, Etalon
2 a-Pinene 939 1026 24.9 57.5 IR, SM, Etalon
3 a-Fenchene 949 1059 - t IR, SM, Etalon
4 Camphene 951 1072 0.7 0.1 IR, SM
5 Sabinene 973 1132 0.1 0.3 IR, SM, Etalon
6 B- Pinene 978 1119 0.2 0.9 IR, SM
7 B-Myrcene 992 1173 6.7 3.6 IR, SM
8 o-Carene 1009 1163 t 0.3 IR, SM
9 p-Cymene 1026 1290 0.3 0.2 IR, SM, Etalon
10 Limonene 1044 1212 9.6 20.9 IR, SM, Etalon
11  y-Terpinene 1060 1261 t - IR, SM, Etalon
12 Terpinolene 1093 1300 t 0.1 IR, SM
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13 p-Cymenene 1095 1452 t - IR, SM, Etalon
14 a-Pinene oxide 1063 - t 0.2 IR, SM
15 Perillene 1071 - 0.1 - IR, SM, Etalon
16 a -Campholene 1113 1401 0.1 - IR, SM
aldehyde

17 Pinocarveol 1126 1629 - t IR, SM
18 Camphor 1144 1556 2.3 0.1 IR, SM
19 Borneol 1166 1732 0.4 - IR, SM, Etalon
20 4-Terpineol 1177 1613 0.1 0.1 IR, SM, Etalon
21 p-Cymene-8-ol 1187 1864 - 0.1 IR, SM, Etalon
22 a -Terpineol 1194 1723 t t IR, SM
23 Myrtenal 1196 1649 t t IR, SM
24 Myrtenol 1198 1804 - t IR, SM
25 Carvone 1218 1704 t - IR, SM
26 Thymol methylether 1235 1611 - t IR, SM
27 Bornyl acetate 1285 1608 40.2 2.7 IR, SM
28 Carvacrol 1317 2238 - 0.1 IR, SM
29 a -Terpinenyl acetate 1349 - 1.1 1.6 IR, SM
30 a -Copaene 1372 1509 0.2 0.2 IR,SM
31 B-Bourbonene 1380 1536 t - IR, SM
32 Isoledene 1412 - 0.3 0.3 IR, SM
33 B-Caryophyllene 1418 1591 6.6 5.9 IR, SM
34 a -Humulene 1452 1687 0.8 0.7 IR, SM
35 transpB-Farnesene 1453 - t 0.1 IR, SM
36 Germacrene D 1480 1742 0.2 0.2 IR, SM
37 a-Muurolene 1497 1740 t - IR, SM
38 B-Bisabolene 1502 1720 t - IR, SM
39  y-Cadinene 1511 1776 0.1 0.5 IR, SM
40 cis-Calamenene 1516 1835 t - IR, SM, Etalon
41 6-Cadinene 1519 1772 0.1 0.1 IR, SM
42 Caryophyllene oxide 1573 2014 3.6 2.3 IR, SM, Etalon
43 t-Cadinol 1639 2198 0.1 0.5 IR, SM
44 Humulene oxide 1642 2015 0.3 0.3 IR, SM

Composeés identifiés (%) 99.4 99.9

Hydrocarbures monoterpéniques 42.9 83.9
Monoterpénes oxygénés 44.2 4.9
Hydrocarbures sesquiterpéniques 8.3 8.0
Sesquiterpenes oxygéneés 4.0 3.1

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gon
polaire (HP5MS).SM : Comparaison avec les spectres de masses fournia fiarairie du spectromeétre de

masset : Concentration inférieur a 0,05%.
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Figure 39 : Chromatogramme de I'HE des feuilles d&etraclinis articulataobtenu
par CG-SM
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Figure 40 : Chromatogramme de I'HE des fruits deTetraclinis articulataobtenu
par CG-SM
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L’analyse chromatographique par CPG et CG/MS dédsdassentielles des feuilles et
des fruits deTetraclinis articulataa révélé l'identification de 38 composés reprément
99.4% de I'huile essentielle des feuilles et 34 posgs avec un taux de 99.9% de I'huile
essentielle issue des fruits (tableaul8). Les caégpononoterpeéniques enregistrent le plus
grand taux (87.1%) dans I'huile essentielle dedllésuavec une légére dominance des
monoterpenes oxygénés (44.2%) avec le bornyl acét2%) comme composé principale.
Tandis que les hydrocarbures monoterpéniques ey la quasi-totalité de I'huile
essentielle des fruits (83.9%) avec la dominancé dePinene (57.5%) suivi de limonene
(20.9%) etp-Caryophyllene (5.9%).

La comparaison des deux huiles relatives aux =it aux fruits montre que celle
des feuilles contient des quantités supérieurdsodeyl acétate (40.2% vs. 2.7%);myrcene
(6.7% vs. 3.6%)pB-caryophyllene (6.6% vs. 5.9%) et caryophyllenedex{3.6% vs. 2.3%).
Par contre, I'huile essentielle des fruits contides concentrations plus grandesoguinene
(57.5% vs. 24.9%) et limonéne (20.9% vs. 9.6%).

Nous avons comparé la composition chimiqgue de I'H&s feuilles de notre
échantillon avec celles cités dans la littérattiah{eau 19).

Tableau 19 : Comparaison des teneurs (%) des compas majoritaires des HE des

feuilles deTetraclinis articulatad’Algérie et de Maroc.

Composés (%) HE d’Algérié HE de Maroc®
Bornyl acétate 40.2 30.74
a-Pinene 24.9 23.54
Limonéne 9.6 23.31
a notre échantillon b : Bourkhis§’ etal., 2007
M Bornyl acétate M a-Pinene Limonene
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Figure 41 : Comparaison des teneurs (%) des compasiajoritaires des HE des feuilles
de Tetraclinis articulatad’Algérie et de Maroc
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D’aprés la figure 41 nous avons constaté que nadtadés coincident avec ceux de
Bourkhiss® et al. (2007)qui ont travaillé sur la méme espéce provenant duobl Les
principaux composés majoritaires pour les deux aspeésont : bornyl acétate (40.2% et
30.74%),0-Pinene (24.9% et 23.54%) et limonéne (9.6% et 128)3respectivement pour
notre échantillon et celui du Maroc. La différemz#able que nous avons relevé réside dans
le fait que dans notre échantillon le limoneéne &sine teneur de 9.6% tandis que dans le
thuya de Berbérie du Maroc est de 23.31%.

En ce qui concerne la composition de 'HE des $rule T. articulata nous avons
constaté que nos résultats different de ceux qiéds ékaya-karoui et al. (2007) qui ont
travaillé sur la méme espece provenant de Turlisie.composés majoritaires dans notre HE
sont l'a-Pinene (57.5%), limonéne (20.9%) tcaryophyllene (5.9%) alors que le p-
cymene-8-0l1(10.4%), p—phellandrene(8.1%) et le trans-pinacarveol(6.1%)ont s

majoritairement présents dans I'espéce provenamtdesie.
5 Rendement en extrait

Les extraits récupérés aprés évaporation a sesust@ession réduite ont été peseés
pour déterminer leurs poids sec, ces extraits nardet les flavonoides et les phénols totaux.
Les rendements sont exprimés en (gramme d’extd@itffamme de matiere végétale) et ils

sont représentés dans le tableau 20.

Tableau 20 : Rendements en extraits de feuilles dephoeniceaet deT. articulata

Espéces Rendements en % (gr/100gr)
Juniperus phoenicea 60
Tetraclinis articulata 28

D’aprés le tableau ci-dessus on remarque que dereant en extrait dé phoenicea
(60%) et plus grand que celui d@e articulata (28%). Des études précédentes rapportent que
les plantes ayant des rendements élevés en extoaitiennent une forte teneur en composés
phénoliqguegLehtinen et Laakso, 1998 ; Borneley et Peyrat-Méard, 2000).
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5.1 Teneur en phénols totaux et en flavonoides des extraits de
feuilles de J. phoenicea et de T. articulata

5.1.1 Phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits de feuille genévrier et de thuya de
Berbérie est déterminée par la méthode coloriméride Folin ciocalteu, en utilisant la
courbe d’étalonnage obtenue avec I'acide galliquesst représentée par la figure ci-dessous.

e ly = 10,451x - 0,2311 |
c
@ 1
0,9
@< -’
© 0,8 Pt
£ 07 _—~  RP=0,9973
£ 06 =
§ 0'5 /
0,4 -
0,3
0,2
01 p—
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration Acide gallique
(mg/ml)

Figure 42 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique

5.1.2 Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon tlaone au trichlorure d’aluminium

en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue avegiéacétine et représentée par la figure 43.
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y = 39,129x - 0,077 |
1
£
0,9
§ 0,8 /
2 07  R=09012
£ 06 e
Q ’
?) 0,5 //
< 04
03 /
0,2
01 /
0 T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
Concentration quercétine (mg/ml)
Figure 43 : courbe d’étalonnage de la quercetine
Le tableau ci-dessous représente les résultateshgd des phénols totaux et de
flavonoides.
Tableau 21 : Teneurs en phénols totaux et en flavoides des extraits étudiés
Extraits Teneurs en polyphénols  Teneurs en flavonoides
(ug GAE/mg d’extrait) (Lg EQ/mg d’extrait)
Juniperus phoenicea 417 20
Tetraclinis articulata 352 18

GAE : Equivalent d’acide gallique,EQ : Equivalent de Quercetine

Les résultats figurant dans le Tableau ci-dessosikbestrés graphiqguement dans la
figure 44.

98



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultasdiscussion
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Figure 44:teneurs en phénols totaux et en flavonoides des mits étudiés

Les résultats du dosage des phénols totaux ilisteis la figure 44 ont permis
d’enregistrer de fortes teneurs pour les deux gxtédudies avec 417ug GAE/mg d’extrait
pour les feuilles dg. phoenice&t 352 ug GAE/mg d’extrait pour celles Bearticulata

La teneur en phénols totaux retrouvé dans I'exttaifruit deJuniperus phoenicede
Tunisie est de 143ug GAE/mg d’extréitayouni etal., 2007)

En généralla teneur en polyphénols d'un extrait dépeledla méthode d’extraction
utilisée, de la nature du solvant ainsi que du reteegétal utilis§Hayouni etal., 2007).

Les résultats du dosage des flavonoides ont pedreisregistrer des teneurs de
20 pg QE/mg d'extrait et 18 pg QE/mg d’extrait mxsprement pour les extraits de feuilles
de genévrier et de thuya de Berbérie. Les flavaw#bnt considérés comme une sous classe
des composés phénoliques, il est par conséquequigue la teneur en phénols totaux des

extraits soit directement reliée a leur teneurd@anohoides.

6 Evaluation de [lactivité antioxydante des HE et d es
extraits testés.

L’activité antioxydante des HE et d'extraits testé®té évaluée par deux méthodes

différentes : le test du DPPH, et la mesure du pmueducteur.
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6.1 Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl-1  -picrylhydrazyl
(DPPH)

La méthode de mesure de l'activité antioxydante lpaiest du piégeage du radical
DPPH est largement utilisée pour sa fiabilité gbétébilité (Thaipong et al., 2006 ;
Siddhuraju, 2007) Les résultats de ce test sont hautement replibtegctet comparables a
d’autres méthodes de piégeage des radicaux liGiest(al., 2000).

6.1.1 Test du DPPH pour les huiles essentielles des  trois especes
de lamiacees
Les résultats obtenus lors du test de mesure duopade piégeage du radical DPPH

pour les espéeces de thym, germandrée et calamantésamés dans le tableau 22 et illustrés

dans la figure 45.

Tableau 22 : Activité de piégeage du radical DPPHpar les HE des especes de lamiacées,
BHT et BHA.

_ Activité de piégeage du radical DPPH(%)
Concentration

Thymus Teucrium Satureja

(mg/l) BHT BHA
pallescens polium calamintha

100 12,04+1,8¢/f 2,10+0,11E/f 5,88+0,17D/b73,15+0,85B/f 91,70+0,4A/b
200 25,88+0,19C/e2,64+0,15E/e  6,05+0,85D/h80,63+0,32B/e 91,40+0,3A/b
400 42,27+0,5€/d 5,79+0,13D/d 6,15+0,46D/b84,75+0,52B/d 92,10+0,7A/b
600 58,68+0,58C/c8,25+0,07D/c  6,23+0,23E/b 86,35+0,59B/c93,10+0,1A/a
800 69,99+0,8¢/t 11,87+0,18D/b 6,33+0,23E/b 88,81+0,27B/b 93,30+0,0A/a
1000 75,08+0,23C/d2,74+0,04D/a 7,93+0,51E/a 91,07+0,13B/a 93,30+0,0A/a

* : valeurs exprimées en (moyenne + écart type).

Lettre en majuscule : classification en groupesdgines des HE des espéces de lamiacées (ligne)
Lettre en miniscule : classification en groupes bgémes des concentrations utilisés (colonne)

Les moyennes comportants des lettres differentaissignificativement differentes (P<0.05).
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Figure 45 : Activité de piégeage du radical DPPH ar les HE des especes de lamiacées,
BHT et BHA.

D’aprés la figure ci-dessus, on remarque caivité de piégeage du radical
DPPH des differentes HE des especes de lamiacéeBHT et du BHA augmente
proportionnellement avec 'augmentation des comeéions.

Les antioxydants de synthése, manifestent une factesité méme a de faibles
concentrations. Pour une concentration de 100meg/laleurs enregistrées sont de 73,15% et
91,70% respectivement pour le BHT et le BHA.

Parmi les trois espéces de lamiacées étudiéesddHEhymus pallescersnregistre la
plus forte activité de piégeage du radical DPPHque nous a permis de déterminer sa
concentration inhibitrice de 50% des radicaukres(ICsg) qui estégale a 434,24 mgl/l.
Tandis que pour les HE de germandrée et de calaleentaleurs de I§g n'ont pas été
déterminées car a la plus grande concentrationO(b8@/1) I'inhibition des radicaux libres
n'arrive pas a 50%.
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Oke etal. (2009)attribuent les différences d’intensité de piégede® radicaux libres
par les HE a la composition chimique de ces dezridde ce fait la forte activité de piégeage
du radical DPPH de I'huile essentielle Teymus pallescengeut étre expliquée par sa forte
teneur en carvacrol (57,7%) qui est supposé jouec & thymol un réle important dans
I'activité biologique d’'une HEMorteza-Semnani et Rostami, 2006 ; Tepe etl., 2006 et
Suhaj, 2006)

6.1.2 Test du DPPH pour les HE et les extraits des especes de

cupressaceées

6.1.2.1 Cas des HE

Les résultats obtenus lors du test de mesure dvopade piégeage du radical DPPH

pour les HE de genévrier et de thuya de berbéné rgsumés dans le tableau 23 et illustrés

dans la figure 46.

Tableau 23 : Activité de piégeage du radical DPPH par les HE des especes de

cupressacées, BHT et BHA.

Concentrati
on (mg/l)

Activité de piégeage du radical DPPH(%)

Juniperus phoenicea

Tetraclinis articulata

BHT

Feuilles

Fruits

Feuilles

Fruits

BHA

100 8,18+0,63C/d 2,99+0,28D/c  7,92+0,20C/c  2,13+0,48D/€3,15+0,85B/f 91,70+0,40A/b
200 9,07+0,58C/d 3,72+0,47D/c  8,42+0,42C/c  3,33+0,18D/I80,63+0,32B/e  91,40+0,30A/b
400 11,27+0,33C/c  4,09+0,64E/bc 9,18+0,21D/bc 3,57H8/68 84,75+0,52B/d 92,10+0,70A/b
600 12,87+0,47C/b  5,19+0,15E/ab 10,4+0,37D/ab 4,89#0/@B 86,35+0,59B/c 93,10+0,10A/a
800 13,46+0,47C/ab  5,83+0,41E/b 11,08+1,08D/b 5,03#B/@F 88,81+0,27B/b  93,30+0,00A/a
1000 14,54+0,20C/a  6,35+0,65E/a  11,63+1,02D/a  5,65+0&®6E91,07+0,13B/a  93,30+0,00A/a

* : valeurs exprimées en (moyenne + écart type).
Lettre en majuscule : classification en groupesdgdnes des HE des espéces de cupressacées (ligne)
Lettre en miniscule : classification en groupes bgénes des concentrations utilisés (colonne)
Les moyennes comportants des lettres differentetssggnificativement differentes (P<0.05).
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Figure 46 : Activité de piégeage du radical DPPH ar les HE des espéces de

cupressacées, BHT et BHA.

Le pouvoir de piégeage du radical DPPH des HH.dghoeniceaet deT. articulata
existe puisqu’ils sont capables de réduire la forstable de ce radical vers le
diphénylpicrylhydrazine. Ce pouvoir de piégeage nagigte proportionnellement avec la
concentration de ces huiles.

Les concentrations minimales inhibitrices n'ont @48 déterminées car aucune des
huiles n’a pu atteindre un seuil d’'inhibition de%b@es radicaux étant donné qu’a la plus forte
concentration (1000 mg/l), le taux d’inhibition dépasse pas les 15%.

Les huiles essentielles des feuilles ont montréounvoir de piégeage du radical
DPPH supérieur a celui des fruits que se soit fgenévrier ou le thuya de Berbérie, ceci
est da a la difféerence de composition chimiqueestgs huiles extraites de feuilles et celles
des fruits.

D’une facon générale, les HE des deux especesigtessacées étudiées présentent

une faible capacité de piégeage du radical DPPH.
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6.1.2.2 Cas des extraits de feuilles de J. phoenicea et de T. articulata

Les difféerentes activités de piégeage obtenues pesirextraits de feuilles de
J. phoeniceat deT. articulatacomparées a celles du BHT sont reportées danbleata24

et la figure 47.

Tableau 24 : Résultats d’activité de piégeage du dical DPPH des deux extraits
testés et du BHT

Concentration Activité de piégeage du radical DPPH (%)
(mg/l) ExtraitJ.phoenicea ExtraitT.articulata BHT
0,5 9,20+0,91d 8,20+1,07d ND
5 21,19+0,93c 20,58+0,48c ND
20 69,58+0,66A/b 60.61+0,51B/b 42,14+0,48Cl/c
50 88,94+0,12A/a 88,23+1,33A/a 62,49+0,69B/b
100 89,22+0,67A/a 89,17+0,83A/a 73,15+0,85B/a

* : valeurs exprimées en (moyenne * écart tygeD : non déterminé.

Lettre en majuscule : classification en groupesdgénes des extraits (ligne)

Lettre en miniscule : classification en groupes bgénes des concentrations utilisés (colonne)
Les moyennes comportants des letliféesrentes sont significativement differentes (F3).
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Figure 47 Activité de piégeage du radical DPPH des deux exits testés et du BHT
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D’aprés la figure ci-dessus, on remarque une autatien proportionnelle des
activités de piégeage a lI'augmentation des corat@mts en extraits.

Les extraits éthanoliques des feuilles dlmiperus phoeniceat de Tetraclinis
articulata ont montré une grande activité d’inhibition du icadl DPPH, ainsi pour une
concentration de 20 mg/l d'extrait, I'activité amydante est de 69,58% et 60,61%
respectivement pour les feuilles dlgophoeniceat deT. articulata

Les différentes concentrations des deux extrai@trant une activité de piégeage
supérieure a celle du BHT, ceci est confirmé parrésultats obtenus pour [J§Tableau
25) ou cette derniere est de 9,81 mg/l et 9,88 pwt les extraits de genévrier et de thuya de
Berbérie respectivement contre 28 mg/l pour le BBM.conclut donc que les deux extraits

étudiés disposent d'une plus grande activité aptiarte par rapport a celle du BHT.

Tableau 25 : Valeurs d'ICsp des deux extraits et du BHT

Extrait/substance ICs0 (mg/l)

ExtraitJ. phoenicea 9,81+ 0.07A

Extrait T. articulata 9,88+0.34A
BHT 27,99+0.9B

* . Concentration pour 50 % d’inhibition exprimées(moyenne + écart type).
Lettre en majuscule : classificationggoupes homogénes des extraits (colonne)
Les moyennes comportaetsidttres differentes sont significativement défaes (P<0.05).

Cette grande activité antioxydante des deux egtetiidiés peut étre expliquée par
leurs fortes teneurs en phénols totaux et flavawidEn effet ces derniers sont considérés
comme d’excellents antioxydants dont les propsiéd&ydo-réducteurs leurs permettent
d'agir comme des agents réducteurs, donateurs bgde et inhibiteurs de I'oxygéne
singulet et triple{Pietta, 2000).

La capacité des flavonoides ainsi que des phéatdsix a piéger les radicaux libres
s’explique par leurs structures chimiques compoértan nombre important d’atomes
d’hydrogéne, des groupements hydroxylés, des noyduényles qui seraient capables de
capter les radicaux libres en démobilisant leuestédns célibataireCalliste et al., 2001,
Torres de Pinedo efal., 2007 ; Wojdyto etal., 2007)
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6.2 Mesure du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité de rédeifer ferrique (Fe3+) en fer ferreux

(Fe2+), donc la mesure de I'aptitude d’'une huikeeasielle ou d’un extrait a interagir avec les

espéeces chimiques réactives en tant que donndecul@ns tels que les radicaux libres. Ces

radicaux ainsi réduits deviennent plus stables.

6.2.1 Pouvoir réducteur des difféerentes HE des espe

lamiacées

ces

de

Les résultats du pouvoir réducteur des huiles ¢isfles des trois espéeces de

lamiacées étudiées, du BHT, du BHA et de l'acideodsique exprimé par I'absorbance a

700 nm, sont résumés dans le tableau 26.

Tableau 26: Pouvoir réducteur des différentes HE des especes @eniacées, du BHT, du

BHA et de I'acide ascorbique.

Concentration
(mall)

Absorbances a 700nm

Thymus Teucrium Satureja I'Acide
pallescens polium calamintha BHT BRA ascorbique
100  0,256+0,025D/f 0,181+0,001E/e  0,088%0,00F/f 6G6#,011C/e  2,483+0,054B/d 2,823+0,010A/a
200 0,491+0,009D/e 0,350+0,008E/d 0,094+0,003F/e 06310,024C/d  2,737+0,023B/c  2,850+0,018A/a
400 0,840+0,014D/d 0,440+0,011E/c  0,110+0,00F/c 61+D,008C/c  2,957+0,031A/b 2,855+0,013B/a
600 1,068+0,005B/c 0,470+0,020C/b 0,116+0,002D/c 178+0,005B/bc  2,998+0,030A/b 2,873%0,180A/a
800  1,154+0,009B/b 0,489+0,003C/b 0,141+0,003D/b 218+0,036B/b  3,003+0,015A/b 2,987+0,123A/a
1000 1,359+0,015B/a 0,578+0,003C/a 0,153+0,001D/a,303k0,003B/a  3,121+0,055A/a 3,055+0,185A/a

* : valeurs exprimées en (moyenne + écart type).
Lettre en majuscule : classification en groupesdgines des HE des espéces de lamiacées (ligne)
Lettre en miniscule : classification en groupes bgémes des concentrations utilisés (colonne)

Les moyennes comportants des lettres differentaissignificativement differentes (P<0.05).

Les résultats résumés dans le tableau ci-desstglgsinés dans la figure 48.
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Figure 48 : Pouvoir réducteur des différentes HE de espéces de lamiacées, du BHT, du
BHA et de I'acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur des HE des espéces de laesdtigym, germandrée, calament)
ainsi que celui du BHT, BHA et l'acide ascorbiqu@augmente en fonction de leurs
concentrations (Figure 48).

La capacité réductrice la plus élevée est enrégigtour le BHA, suivi par I'acide
ascorbique lui-méme suivi par I'HE déhymuspallescensqui montre un pouvoir réducteur
supérieur a celui du BHT.

Parmi les trois espéces de lamiacées étudidesnus pakscens enregistre le plus
grand pouvoir réducteur, alors que la plus faibddeur est enregistrée pour I'espece de
Satureja calaminthaCeci peut étre expliqué par la forte teneur en pmsés phénoliques
chez l'espece de thym ou le carvacrol est présest an taux de 57,7% contrairement a
'espece deTeucrium poliumet Satureja calaminthaqui sont pauvre en composés

phénoligues. Ces composés connus pour leur porédircteur sont appelés reductones. lls
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sont capables de réduire le fer ferriqueFecéder des électrons et transformer les radicaux

libres actifs en des produits stablB®{man etal., 2004, Singh eal., 200§.

6.2.2 Pouvoir réducteur des HE et d'extraits des es

cupressaceées

6.2.2.1 Cas des HE

peces de

Les résultats du pouvoir réducteur des HE et ddmiex des deux espéces de

cupressacées étudiées, du BHT, du BHA et de I'aasderbique exprimés par I'absorbance a

700 nm, sont résumés dans le tableau 27.

Tableau 27: Pouvoir réducteur des différentes HE des espéces depressacees, du BHT,

du BHA et de I'acide ascorbique.

Concentration
(mal/l)

Absorbances a 700nm

Tetraclinis articulata

Juniperus phoenicea Acide
BHT BHA
Feuilles Fruits Feuilles Fruits ascorbique
100 0,205:0,012D/c _ 0,162%0,017DE/c _ 0,034%0,008F/e, 10@0,015E/6 _ 0,863%0,011C/e _ 2,483%0,054B/d _ 2,87R@A/a
200  0,296:0,017D/b  0,252+0,042D/b  0,120+0,005E/d 14D:0,002E/d  1,063:0,024C/d  2,737+0,023B/c  2,850%8A/a
400  0,313%0,014D/b  0,317:0,033D/ab  0,251:0,011E/c,16@:0,008F/d  1,161+0,008C/c  2,957+0,031A/b  2,8563BB/a
600  0,328:0,021C/b  0,343+0,027C/a  0,267+0,003C/c186%0,006C/c  1,178+0,005B/bc  2,998+0,030A/b  2,87880A/a
800  0,348:0,037C/b  0,356+0,043C/a  0,296+0,001C/h22®0,004C/b  1,218+0,036B/b  3,003+0,015A/b  2,98728A/a
1000  0,406%0,013C/a  0,373%0,023C/a  0,330+0,014C/a52980,009C/a  1,303:0,003B/a  3,121+0,055A/a  3,05EREA/a

* : valeurs exprimées en (moyenne + écart type).
Lettre en majuscule : classification en groupesdgdnes des HE des espéces de cupressacées (ligne)
Lettre en miniscule : classification en groupes bgémes des concentrations utilisés (colonne)

Les moyennes comportants des lettres differentaissignificativement differentes (P<0.05).

Les résultats réesumés dans le tableau ci-desstslgsimés dans la figure 49
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Figure 49: Pouvoir réducteur des différentes HE des especds cupressacées, du BHT,
du BHA et de 'acide ascorbique.

D’apreés la figure ci-dessus, on remarque que legiouéducteur des HE étudiees, du
BHT, du BHA et de l'acide ascorbique augmente proponellement avec I'augmentation de
la concentration. Les capacités réductrices desdelE phoeniceat deT. articulata sont
inferieurs a celles des antioxydants de synthése.

D’'une facon générale, les HE des feuilles et destsfrdes deux especes de
cupressacées etudiées montrent un faible pouwairctéur. L’absence ou la faible teneur en

composés phénoliques peut partiellement expligete €aible capacité réductrice.

6.2.2.2 Cas des extraits

Les résultats du pouvoir réducteur obtenus pouexésits de feuilles dé&. phoenicea
et deT. articulatacomparés a celles du BHT sont reportés dans leatal28.
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Tableau 28: Pouvoir réducteur des deux extraits testés et du BH

Concentration Absorbances a 700nm
(mg/l) Extrait J.phoenicea Extrait T.articulata BHT
0,5 0,039+0,005d 0,00e ND
5 0,083+0,006d 0,035+0,008d ND
20 0,609+0,043A/c 0,260+0,009B/c 0.311+0.006B/c
50 1,048+0,013A/b 0,500+0,005C/b 0.576+0.001B/b
100 1,804+0,043A/a 0,840+0,011B/a 0.863+0.011B/a

* : valeurs exprimées en (moyenne * écart tygeD : non déterminé.

Lettre en majuscule : classification en groupesdgénes des extraits (ligne)

Lettre en miniscule : classification en groupes bgénes des concentrations utilisés (colonne)
Les moyennes comportants des lettres differentessagnificativement differentes (P<0.05).
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Figure 50: Pouvoir réducteur des deux extraits testés et duHBr

D’aprés le tableau 28, nous remarquons qu’a la exdration 0,5 mg/l I'extrait de

genévrier a un tres faible pouvoir réducteur atprs celui de thuya de Berbérie s’est montré
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carrément inactif, mais au fur et a mesure que clescentrations des deux extraits
augmentent leurs pouvoirs réducteurs augmentepbpionnellement.

La figure 50 montre que I'extrait de feuilles den§erier possede un fort pouvoir
réducteur qui est nettement supérieur a celui doi.BEbncernant I'extrait de feuilles de thuya
de Berbériecelui-ci montre un pouvoir réducteur proche de icgdul’antioxydant de synthése
(BHT).

On remarque que les capacités réductrices destexdeafeuilles des deux especes de
cupressacées étudiées sont nettement plus impestqué celles enregistrées pour les HE, ce
qui est en accord avec les résultats cités auparpoar le test de piégeage du radical DPPH.

De plus, lintensité réductrice de nos extraits exstcorrélation avec leurs teneurs en
flavonoides et en phénols totaux. On constate dpre 'activité antioxydante de nos extraits
serait attribuée a leurs teneurs en flavonoideshgithénols totaux. Ceci rejoint les résultats

obtenus pabjeridane etal., 2006qui ont travaillé sur 11lextraits de plantes algares.
7 Evaluation de l'activité antimicrobienne des HE et des
extraits testés.

L’activité antimicrobienne a été évaluée par unelétqualitative et quantitative de
I'effet antimicrobien de nos HE et extraits testés.

7.1 Etude qualitative de I'activité antimicrobienn e

L’évaluation de I'activité antimicrobienne de nahantillons a été faite sur 9 souches
provenant de la collection du laboratoire de mimlagie du CRD-SAIDAL, ceci par la
méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antimionotés HE est obtenu par la mesure des
diameétres des zones d’inhibition (mm).

L’échelle d’estimation de l'activité antimicrobie@ est donnée paMeena et Sethi
(1999 etEla etal., (1996. lIs ont classé les diametres des zones d'inbibide la croissance
microbienne en 4 classes :

- Fortement inhibitrice lorsque : diameétre de la zdiehibition > 28 mm ;

- Modérément inhibitrice lorsque : 16 merdiameétre de la zone d’inhibition < 28 mm;
- Légérement inhibitrice lorsque : 10 nidiametre de la zone d’inhibition <16 mm ;
- Non inhibitrice lorsque : diamétre de la zone diition < 10 mm.
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7.1.1 Etude qualitative de l'activité antimicrobie = nne des HE des
especes de lamiacées

Les résultats de I'activité antimicrobienne des $iE les souches testées sont illustrés
dans le tableau 29.

Tableau 29 : Diamétre des zones d'inhibitions(en mm) des HE des espéces de lamiacées

HE Teucrium Thymus Satureja Mélange

Souches polium pallescens calamintha Thym-Germandree

Bactéries Gram +

Staphylococcus aureus 35,33+0,57A/d  69,33%0,57B/a  40,66+0,57A/c 49+1B/b
Enterococcus faecium 13,66+0,57CD/c  36,33%1,52E/a 15,66+0,57D/c 23,33+1,15D/b

Bacillus subtilis 22+1Bl/c 38,33+1,52E/a 20+1B/b ND

Bactéries Gram-

Peeudomonas R 16,33+1,15F/ 10,33+0,57E/
;o011 a ,3310, c
aeruginosa 13,33+0,57F/b
Escherichia coli 14,66+0,57C/c 46,33%+1,52D/a 16,33+0,57D/c 27+1,73CD/b

Klebsiella pneumoniae 14,66+0,57C/d 49,66+1,52D/a 19,66+1,52C/c 29+1C/b

Bordetella 13,66+0,57CD/c  48,66+0,57D/a ND

25,33+1,52DE/b
bronchiseptica

Levures

Candida albicans ~ 13,66+0,57CD/c  57,66+0,57C/a 11,33%0,57E/c 49 66+1,52B/b

Saccharomyces 12,33+0,57D/d 73+1,73A/a

17,33+0,57Dlc 61 66+0,57A/b
cereviceae

* : valeurs exprimées en (moyenne * écart tygeD : non déterminéR : Résistante

Lettre en majuscule : classification en groupesdgénes des souches microbienne (colonne)
Lettre en miniscule : classification en groupes bgénes des HE des espéces de lamiacées (ligne)
Les moyennes comportants des letliféeyentes sont significativement differentes (F38).

Les résultats obtenus sont illustrés graphiquemania figure 51.
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Figure 51: Histogramme des diameétres des zones d’'inhibitionsed especes de lamiacées

D’apres le tableau 2& selon I'échelle citée pateena et Sethi(19949 etEla etal.,
(1996 les résultats obtenus peuvent s’interpréter cosuite
» Cas des bactéries Gram+
* Les HE deTeucrium poliunet deSatureja calaminthant manifesté tous les deux des
activités inhibitrices : fortes sur Btaphylococcus aureumodérées suBacillus subtiliset
|égéres suEnterococcusfaecium
« L'HE de Thymus pallescers montré une activité fortement inhibitrice sus teois
bactéries gram+ testées, tandis que le mélangelHete thym et de germandréeune forte
activité inhibitrice surStaphylococcus aureuset une activité modérément inhibitrice sur
Enterococcusfaecium
Parmi les bactéries gram+ testées, la so@thphylococcus aureusest montrée la
plus sensible envers les HE étudiées, tandissiierococcus faeciudtait la plus résistante.
Parmi les HE testées (tableau 29), celleTbdgmus pallescers montré la plus forte activité
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inhibitrice envers I'ensemble des souches testBPes. contre, une association thym et
germandrée a eu un effet antagoniste sur les EctfTam+ testées.

» Cas des bactéries Gram

* L’HE de germandrée a montré une activité |égerenmnibitrice surEscherichia coli
Klebsiella pneumoniaeet Bordetella bronchisepticaalors qu’elle n'a aucun effet sur
Pseudomonas aeruginasa

 L’HE de Satureja calaminthas’est montrée modérément inhibitrice &scherichia
coli etKlebsiella pneumoniae &gérement inhibitrice siPseudomonas aeruginosa.

« L'HE de Thymus pallescena une forte activité inhibitrice sugscherichia coli
Klebsiella pneumoniaet Bordetella bronchisepticat une action modérément inhibitrice sur
Pseudomonas aeruginosalprs que le mélange de I'HE du thym et de la gexinée a une
forte activité inhibitrice seulement suflebsiella pneumonigeune action modérément
inhibitrice surEscherichia coliet Bordetella bronchisepticat un effet Iegerement inhibiteur
surPseudomonas aeruginosa.

Parmi les bactéries Gram- testées, la soldbbsiella pneumoniag’est montrée la
plus sensible envers nos HE, alors §seudomonas aeruginos#ait la plus résistante. L'HE
de Thymus pallescena eu la plus forte activité inhibitrice sur les tyeabactéries Gram-
testées. L’association de I'HE du thym et de largardrée a donné un effet antagoniste sur
'ensemble des souches.

> Cas des levures

» L'HE de la germandrée a une activité légeremehibitrice sur les deux levures
testées ;

« L'HE de Satureja calaminthaa une activitt modérément inhibitrice envers
Saccharomyces cereviceatelégérement inhibitrice s@andida albicans

» L’HE de Thymus pallesceresune forte activité inhibitrice sur les deux lmau;

* Le mélange de I'HE du thym et de la germandréeeaativité fortement inhibitrice
sur les deux levures testées.

Parmi les levures testégSandida albicans’est montrée la plus résistante envers les
différentes HE alors qu&accharomyces cerevice@mit plus sensible. L'HE d&hymus
pallescensa eu le plus grand effet inhibiteur. L'associatida 'HE du thym et de la
germandrée a donné un effet antagoniste sur lesleeures.
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7.1.2 Etude qualitative de I'activité antimicrobien ne des HE des
especes de cupressacées
Les résultats de I'activité antimicrobienne des $4iE les souches testées sont illustrés

dans le tableau 30 :

Tableau 30 : Diamétre des zones d'inhibitions (en mm) des HE des espéces des

cupressacées
HE Juniperus phoenicea Tetraclinis articulata
Souches Feuilles Fruits Feuilles Fruits
Bactéries Gram +
Staphylococcus
36+1,52A/a 19,66+1,52A/bc 22+1A/b 17,66+1,15B/c
aureus
Enterococcus
. 13,33+0,57C/a 10,66+ 0,57C/b 12,33+0,57BCD/H),33+0,57C/b
faecium
Bacillus subitilis 31,66+1,52B/a 22+1,73A/b 22+1A/b 21+1A/b
Bactéries Gram-
Pseudomonas
_ R R R R
aeruginosa
Escherichia coli 12+1C/ab 11,66+0,57BC/ab  13,33%0,57BC/gQ 66+0,57C/b
Klebsiella
. 11,33+1,15C/a 11,66+1,52BC/a 13,66+1,15B/g 1 33+0.57C/a
pneumoniae ' '
Levures
Candida albicans 11,33+0,57C R 11+1CD R
Saccharomyces
_ 12,33+0,57C/b  14,33+1,15B/a 10,6610,57D/Q1,33io,57c/b
cereviceae

* : valeurs exprimées en (moyenne * écart tyRe)Résistante

Lettre en majuscule : classification en groupesdgines des souches microbienne (colonne)

Lettre en miniscule : classification en groupes bgénes des HE des espéces de cupressacées (ligne)
Les moyennes comportants des letliféeerentes sont significativement differentes (F3).

Les résultats obtenus sont illustrés graphiquemania figure 52.
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[ s. aureus [ E. faecium [ B. subtilis [[] E. coli [[] K. pneumoniae
[ c. albicans [ S. cereviceae

Diameétre des zones d'inhibition (mm)
—

o e
s
e e L

F J. phoenicea Fr J. phoenicea F T. articulata Fr T. articulata

F : feuilles ; Fr : fruits.

Figure 52: Histogramme des diameétres des zones d'inhibitionsed especes de

cupressacées

D’apres le tableau 30 et selon I'échelle citéeNdeena et Sethi(1994) etEla etal.,

(1996 les résultats obtenus peuvent s’interpréter cosuite

» Cas des bactéries Gram+

* L'HE des feuilles delJuniperus phoenicea une activité fortement inhibitrice envers
Staphylococcus aureust Bacillus subtilis et une action Iégerement inhibitrice sur
Enterococcusfaecium;

* L'HE des fruits deJuniperus phoenicea’est montré modérément inhibitrice sur
Staphylococcus aureust Bacillus subtilis et |égérement inhibitrice suEnterococcus

faecium;
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* Les HE des feuilles et des fruits @letraclinis articulataont une activité modérément
inhibitrice envers Staphylococcus aureust Bacillus subtilis et une action Iégerement
inhibitrice surEnterococcusfaecium.

e Parmi les HE des especes de cupressacées éturhleses feuilles dduniperus
phoeniceaa montré la plus forte activité inhibitrice envéensemble des bactéries Gram+

testéesStaphylococcus auressest montré la bactérie la plus sensible.

» Cas des bactéries Gram-

* Les HE des feuilles et des fruits digniperus phoeniceainsi que celles des feuilles et
des fruits deTetraclinis articulata ont montré une activité légérement inhibitrice sur
Escherichia coliet Klebsiella pneumonigealors qu’elles n'ont aucun effet sBseudomonas
aeruginosa

Les HE deJuniperuset deTetraclinis ont montré une faible activité inhibitrice envérs
bactéries Gram- testéeBseudomonas aeruginosest montré résistante a I'ensemble des
huiles.

» Cas des levures

* Les HE des feuilles déuniperus phoeniceet deTetraclinis articulataont une action
légerement inhibitrice envers les deux levure®tesst

* Les HE des fruits dduniperus phoeniceat deTetraclinis articulataont une action
Iégerement inhibitrice suBaccharomyces cerevicea®rs queCandida albicans’est montré
totalement résistante a ces huiles.

Les HE des deux espéces de cupressacées étudiéeswoe faible activité inhibitrice
sur les deux levures testées. Les HE des feuileddux especes se sont montrés Iégerement
plus active que celles des fruits. En effeindida albicansst résistante aux HE des fruits de

Juniperuset deTetraclinis.

7.1.3 Etude qualitative de l'activité antimicrobien  ne des extraits

testés

Les résultats de l'activité antimicrobienne desratd de feuilles de genévrier et de

thuya de Berbérie sur les souches testées sastrds dans le tableau 31.
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Tableau 31: Diamétre des zones d’inhibitions (en mm) des extraits testés

HE

Souches

Extrait J.phoenicea

Extrait T.articulata

Bactéries Gram+

Staphylococcus aureus 27,66x1,15A 26,66+0,57A
Enterococcus faecium 11,66+0,57C 11,33+1,15C
Bacillus subtilis 18,33+0,57B 17,33+1,52B
Bactéries Gram-

Pseudomonas aeruginosa 11,33+£1,15C 11,33+1,15C
Escherichia coli 11,33+0,57C 11+1C

Klebsiella pneumoniae 12+1C 10,66%0,57C
Bordetella bronchiseptica 12,33+£1,15C 11,66+1,15C

Levures

Candida albicans 10,33+0,57C 10,33+0,57C
Saccharomyces cereviceae 11,33+1,15C 10,66%0,57C

* : valeurs exprimées en (moyenne + écart type).
Lettre en majuscule : classification en groupesdgénes des souches microbienne (colonne)
Les moyennes comportants des letliféeyentes sont significativement differentes (F38).

D'apres le tableau 31 et selon I'échelle citée paena et Sethi (1994 et

Ela etal., (1996 les résultats obtenus peuvent s’interpréter corsunte

* Les extraits de feuilles d& phoeniceast deT. articulata ont tout les deux une
activité modérément inhibitrice s@taphylococcus aurewt Bacillus subtiliset Iégérement
inhibitrice surEnterococcus faecium ;

» Ces extraits ont montré une activité légeremambitrice envers toutes les bactéries

Gram- et les levures testées.

Les résultats obtenus sont illustrés graphiquemanta figure 53.
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[7] s. aureus [[] E. faecium[Z] B. subtilis [I] P. aeruginosa [F] E. coli [[] K. pneunoniae
[2] B. bronchiseptica [F] C. albicans [[] S. cereviceae

I | ;
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Extrait J. phoenicea Extrait T. articulata

Figure 53: Histogramme des diamétres des zones d’inhibitionsed extraits de

J. phoeniceaet T. articulata

D’apreés les résultats cités précédemment, on dengtee I'HE du thym a la plus forte
activité antimicrobienne dans toutes les huileg&ss ceci peut s’expliquer par sa richesse en
carvacrol auquel on attribue généralement une ften inhibitrice(Faleiro et al., 2005)

Ces résultats sont en accord avec ceux trouveblguait (2008)qui rapporte que toutes les
souches bactériennes ont montré un certain degsérdgbilité a I'HE dd hymus pallescens.

Le carvacrol qui est le composé majoritaire Theymus pallescensst considéré
comme étant biocide, il provoque des perturbatensiveau de la membrane bactérienne et
ceci s’accompagne de pertes d’ATP et d’ions patasdK™ et enfin la mort de la bactérie
(Ultee etal., 1999; Knowles et al., 2005) cependant, il est probable que les composés
minoritaires agissent de maniére synergidusnlou, 2004)

Rossi etal. (2007)ont testé I'effet antimicrobien de I'HE dgatureja calaminthade
corse sur quatre souches bactériennes. lls rappoueStaphylococcus aurest la bactérie
la plus sensible a cette huile alors gaseudomonas aeruginossiest montré la plus
résistante, ce qui est en accord avec nos résultats

Les travaux réalisés p&abouchd? et al. (2005)montrent queBacillus subtilisest
résistante a I'HE d&eucrium polium ssp. aurasiacuators que les bacteries Gram- montrent

une grande sensibilite a cette huile ce qui n’astgn accord avec nos resultats.
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L’association thym-germandrée s’est averée inubilen au contraire elle a eu un effet
antagoniste sur I'ensemble des souches testéagui@eest pas en accord avec les résultats
d’Hermal (1993)qui a signalé un effet synergique ou indifféremislane association thym-
cannelle.

Les résultats rapportés pliazari et al. (2010)sur I'effet antimicrobien des HE des
feuilles deJuniperus phoeniceprovenant de la région de Tlemcen ont montré ensikilité
des souches microbiennes a cette huile avec dess zdhinhibition qui varies entre
6.5- 15 mm selon la souche testBseudomonas aeruginos&est montré résistante a cette
huile ce qui est le cas dans notre étude.

L'HE des feuilles deTetraclinis articulataprésente une faible activité inhibitrice vis-
a-vis des germes testés. Cependant, les microsrgasiétudiés n’ont pas manifesté la méme
sensibilité vis-a-vis de 'HE sauf poustaphylococcus aureuset Bacillus subtilis ces
dernieres ont présenté la méme vulnérabilité & estsence.

L’activité antimicrobienne de cette HE est due gipalement a son profil chimique. Il
est a préciser que notre essence est caractéasée résence deoFpinéne connu pour son
effet inhibiteur. D’autre part, les esters et suttitacétate de bornyle (40,2%), peuvent aussi
participer a l'effet antibactérien enregistré. Efiete en se basant sur les travaux de
Tzakou etal. (1998) les HE de deux chémotypesT®ymus longicaulisiches en acétate de
géranyl pour le premier et en acétate-t#rpenyl pour le deuxiéeme, possedent une grande
activité antimicrobienne

Les résultats rapportés paourkhiss'® etal. (2007)sur I'effet antimicrobien de 'HE
des feuilles deTetraclinis articulata provenant du Maroc et possédant le méme profil
chimique que notre espece coincident avec lestaéstiouvés.

D’aprés le tableau 30, on remarque que I'HE dedldsude J. phoeniceas une
activité inhibitrice supérieure a celle des frugisr toutes les souches testées sauf pour
Saccharomyces cereviceael I'HE des fruits était meilleure, la méme remarga été
enregistré pour les HE de articulata El-sawi etal. (2007)rapportent le méme résultat que
le notre en testant I'effet antimicrobien des HEs dieuilles et des fruits dé. phoenicea
d’Egypte.

L’activité antimicrobienne des HE de genevrier etliduya de Berbérie peut en partie, étre
associée a leurs principaux constituants tel qu@inéne, terpinyl acetate, bornyl acetate,

caryophyllene oxyde eB-phellandréne. Ces composes sont connus pour leffiess
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antimicrobiens Cosentino etal., 1999; Alessandra etl., 2005; Yang efal., 2007; Demirci
etal., 2007%.

Selon Dorman et Deans (2000)les HE contenant des terpénes possedent des
propriétés antimicrobiennes, ce qui expliqgue nasltats.En outre, les composants présents
en faible quantité peuvent également contribuetactivité antimicrobienne des HE ; en
impliquant probablement un certain type de syneagiec d'autres composés actiféarino
etal., 2001)

On remarque que de facon identique aux HE, lggiexont une plus grande capacité
inhibitrice sur les bactéries Gram+ que sur legédvaes Gram-. Ceci serait lié a la plus grande
sensibilité aux composés apolaires tels que lesgihiéotaux et les flavonoides, dont le mode
d’action semble étre similaire a I'action des cosgmoprésents dans les HHtee et al.,2002
. Fernandez-Lopezet al., 2005 ; Pérez-Fonst al.,2006) Des résultats similaires ont été
rapportés paHayouni etal. (2007)aprés avoir testé I'effet antimicrobien de I'extde fruits
deJ . phoeniceainsi que par d’autres auteurs en utilisant diffiés extrait{Candan etal.,
2003 ; Negi et Jayaprakasha, 2003)

D’apreés le tableau 31, On remarque que les exulaifeuilles de). phoeniceat deT.
articulata ont des zones d’inhibition presque similaires semdemble des souches testées,
ceci est d a leurs teneurs en polyphénols ettilgices qui se rapprochent.

On remarque aussi que les extraitsldghoeniceat deT. articulatan’ont pas montré
une activité inhibitrice supérieure a celle des dtEeuilles de mémes especes, ceci peut étre
dd au fait que les extraits sont solides, doncesraldilués pour pouvoir les utiliser.

Pour Pseudomonas aerugingseette derniére s’est montrée sensible aux extoat
feuilles deJ. phoeniceat deT. articulataalors qu’elle s’est montrée résistante pour les HE
de ces deux especes. Ceci peut étre attribuéiéhkesse des extraits en phénols totaux et en
flavonoides contrairement aux HE qui sont richesc@mposeés terpéniquéBel campo et
al., 2000).

Il est a noter que l'activité antimicrobienne dextrait de fruits deJuniperus
phoeniceade Tunisie cité parayouni et al. (2007)est plus forte que celle enregistrée pour
I'extrait de feuilles de notre espece.

SelonValero et Salmeron (2003) et Pibiri (2006), il est tres difficile de faire une
comparaison entre les résultats trouvés et ceportgs par la littérature, ceci peut étre di :

* Nature du matériel vegétal (I'espece, extrait ¢El, origine géographique, altitude,

saison de cueillette) ;

121



Etude expérimentale Chapitre 1l : Résultasdiscussion

* Procédé d'extraction ;

e Composition chimique des HE utilisées ;

* Niveau de pureté du produit final et sa conserwatio

* Nature des souches testées ;

* Meéthodes utilisées pour estimer l'activité antirolmenne ;
* Milieux de culture employés (milieu synthétiqueraaturel) ;
* Qualité des souches testées.

D’une fagon générale, ce que I'on peut dire, cps les HE des espéces de lamiacées
ont une activité antimicrobienne meilleure que exltles HE des espéces de cupressacées
étudiées. Ceci est di a leurs compositions chirsigueon trouve plus de composés oxygénés
dans les lamiacées. Les composés chimiques degyrauode efficacité et a plus large spectre
sont des phénols (thymol, carvacrol et eugénoll dkools ¢-terpineol, 4-terpineol,
linalool), des aldéhydes, des cétones et plus rmehes terpeng€osentino etal., 1999;
Dorman et Deans, 2000)

Staphylococcus aureus’est avérée la plus sensible des souches testéds,
sensibilité accrue est confirmée par les travauxOdkan et al. (2003); Pibiri (2006) ;
Kabouchéd? etal. (2005)

Pseudomonas aeruginogpiant a elle s’est montré la plus résistante deshss
testées. Cette résistance est due a la capaciélldeci a former un biofilm. Ce dernier est
une organisation complexe, composée de différesttases dans lesquelles les bactéries se
trouvent dans des états physiologiques spécifiquesir situation. Ainsi, toute la population
bactérienne n’est pas exposée simultanément giqdement au produ{Pibiri, 2006).

Ainsi donc, et d’aprés les résultats trouvés ort pie que les bactéries Gram+ sont
plus sensibles que les Gram-, ce qui est en aes@tl les travaux déosentino etal. (1999)

; de Billerbeck (2000) ; Hayouni etal. (2007) La faible sensibilité de ces dernieres est a
mettre en relation avec la présence d’'une secomebmane lipopolysaccharidique jouant un
réle de barriére vis-a-vis des HEhao etal., 2000)

La sensibilité deStaphylococcus aurewnvers les différents échantillons testés ainsi
gue la résistante de@seudomonas aeruginosant illustrées par les photos des figures 54 et
55.

La figure 56 montre les photographies des résutiatenus pour les HE testées sur

Saccharomyces cereviceae.
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Jf: Juniperus phoenicegdeuilles) Tf : Tetraclinis articulata(feuilles)
Jfr: Juniperus phoenicegruits) Tfr : Tetraclinis articulata(fruits)

Et : Extrait Tetraclinis articulata

Ej : ExtraitJuniperus phoenicea

Figure 54 : Zones d'inhibition des HE et des extras testés suiStaphylococcus aureus

123



Etude expérimentale Chapitre Il : Résultatsdiscussion

Tpc : Teucrium poliunsspcapitatum Tp : Thymus pallescens,
Scn Satureja calaminthaspnepeta M : Mélange

=

Jf : Juniperus phoenicedeuilles) Tf : Tetraclinis articulata(feuilles)
Jfr : Juniperus phoenicedruits) Tfr : Tetraclinis articulata(fruits)

e

Ej : ExtraitJuniperus phoenicea
Et : ExtraitTetraclinis articulata

Figure 55 : Zones d’inhibition des HE et des extras testés sulPseudomonas aeruginosa
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Tp: Thymus palleséens Jfr : Juniperus phoenicegruits)
M mélange Jf : Juniperus phoenicedeuilles)

Scn: Satureja Caiarhinthaspnepeta

Figure 56 : Zones d’inhibition des HE testés suBaccharomyces cereviceae.

7.2 Etude quantitative de I'activité antimicrobien ne

Afin de confirmer les résultats trouvés précédentndans I'étude qualitative de
I'activité antimicrobienne, nous avons procédé a diétermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) des HE dehymus pallescenSatureja calamintha ssp nepgeta
des feuilles dduniperus phoeniceainsi que celles des extraits étudiés.

Les valeurs des CMI des HE et des extraits tesgea-vis des souches microbiennes

sensibles sont représentées dans le tableau 32.

Tableau 32: Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) des HE et des extraits

CMI % HE CMI % extraits
Souches Thymus Satureja Feuilles . .
. . J. phoeniceaT .articulata
pallescens calamintha J. phoenicea
Staphylococcus aureus 0,06 0,25 0,5 0,25 0,125
Bacillus subtilis 0,06 0,25 0,5 0,25 0,25
Enterococcus faecium 0,125 0,5 1 0,125 0,125
Escherichia coli 0,125 0,5 1 - -
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Klebsiella pneumoniae 0,06 0,125 2 1 1
Bord(.atellal ) ) i 05 05
bronchiseptica
Candida albicans 0,06 0,125 0,25 2 2
Saccharomyces 0,06 0,125 0,25 1 1
cereviceae

Les principaux résultats obtenus lors de la déteaitiun des CMI et représentés dans
le tableau ci-dessus sont illustrés par les phafdges des figures 57-62.

D’apres les résultats obtenus on constate que :

Les valeurs des CMI obtenues varient en fonctios deuches testées et des
échantillons utilisés ;

L'HE de Thymus pallescena montré la plus forte inhibition avec des valees
faible de CMI ce qui confirme les résultats précéoent obtenus avec la méthode de
diffusion sur gélose (aromatogramme);

Les valeurs de CMI enregistrées pour I'espece yia ont de 0,06% pour 'ensemble
des souches testées sauf pdtmterococcus faecium, Escherichia cat Klebsiella
pneumonia®u les CMI sont de 0,125% ;

Pour les extraits, ces derniers ont montré des €&& proches ce qui explique la
similitude des diametres de leurs zones d’inhibgio

L’ensemble des especes bactériennes ont subit ciien ebactériostatique a des
concentrations différentes. Les bactéries Gramsogsé montrées plus sensible que les Gram-
ce qui confirme les résultats obtenus dans I'étpdgitative de 'activité antimicrobienne.

Les valeurs de CMI obtenues pour I'extrait de fesilde genévrier sont plus faibles
gue celles obtenues pour son 'HE pour I'ensemigle sbuches testés sauf pour les deux
levures. Ce fort pouvoir bactériostatique de céta@ixpar rapport a celui de I'HE est attribué
a sa richesse en phénols totaux et flavondidescampo etal. 2000)

D’aprés les travaux dé&chelz etal. (2006) réalisés sur I'espece de thym et de
genévrier on constate que les valeurs de CMI na@e® sont tres proches a celles trouvées.
Par contreAngioni et al. (2003),ont enregistré pour I'espece deniperus phoenicedes
CMl inferieures a les notre. Cette différence duvmir inhibiteur est attribuée a sa teneur en
certains composeés actifs, qui est elle méme liéecanditions écologiques dans lesquelles
évolue la plante, a la période de récolte et auembextraction(Ozcan et Erkmen, 2001 ;
Oussalah etal., 2008)
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_—

Figure 57: Détermination des CMI de I'HE des feuiles deJuniperus phoeniceais-a-vis
de S. aureugSa)et K. pneumonia€kp).

Figure 58: Détermination des CMI de I'extrait des €&uilles deJ. phoeniceavis-a-vis de
S. aureus(Sa), B. subtil{8s) et K. pneumoniaéKp).
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Figure 59: Détermination des CMI de I'HE de Thymus pallescensis-a-vis deS.

cereviceagSc)et C. albicangCa)

-

Figure 60: Détermination des CMI de I'HE de Satureja calaminthavis-a-vis de
S. cerevisagSc)et C. albicangCa)
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Figure 61 : Détermination des CMI de I'extrait desfeuilles deTetraclinis articulatavis-a-

vis deS. aureugSa), B. subtiligBs) et K. pneumonia¢kKp)

Figure 62 : Détermination des CMI de I'extrait desfeuilles deT. articulata vis-a-vis de
S. cerevisagsc)et C. albicangCa)
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Actuellement, il existe une grande inquiétude suddnger que peuvent présenter les
conservateurs chimiques dont beaucoup sont suspectison de leurs actions cancérigenes
et allergenes ou de leur toxicité résiduelle. Cjasir cela que le consommateur soucieux de
sa santé, commence a prendre conscience de l'iampardu retour au naturel.

A cet effet et dans le cadre de la valorisatiotad#ore spontanée poussant en Algérie,
nous avons mené un travail qui consistait a étuldiecomposition chimique et I'activité
biologique des HE deThymus pallescens, Teucrium polium ssp capitatuatur§a
calaminthasspnepeta, Juniperus phoeniceaTetraclinis articulataet celle des extraits de
feuilles deJ. phoeniceat deT. articulata.

De cette étude nous pouvons ressortir les poiarss :

Les observations des coupes histologiques souscmpe photonique des tiges et
des feuilles de la germandrée et du thym ont rédegbéésence de poils tecteurs, sécréteurs et
glandulaires exogenes, alors que celles des feuitledes fruits de genévrier ont révélé la
présence de canaux sécréteurs endogenes.

L’extraction des HE par hydrodistillation a fourés rendements de 4,8% (ml/100g
de matiere végétale fraiche) pour le thym, 0,3992,85% pour les feuilles et les fruits de
genévrier respectivement.

La cinétique d’extraction de I'HE du thym avec ahs broyage de la matiere végétale
a montré que la majorité de I'essence est extaitbout des 50 premieres minutes et que le
broyage n’améliore pas le rendement en cette huile.

La caractérisation des HE étudiées par une analyabtative par CPG et CG-SM
nous a permis d’identifier :

v' 79 composés de I'HE deeucrium poliumdont le t-cadinol (18,3%), germacréne D
(15,3%) et3-pinene (10,5%) sont les composés majoritaires ;

v/ 48 composés qui correspondent a une teneur de 98€9%ensemble de I'HE de
Thymus pallesns et appartenant au chémotype carvacrol, ceederprésente un taux de
57,7% suivi par lg-terpinene (13,4%) et le p-cymene (10,3%) ;

v’ 26 composés de I'HE dBatureja calaminthaavecla pulegone (39,5%), le neo-
menthol (33%) et I'isomenthone (19,6%) comme cos@sqrincipaux ;

v 66 et 49 composés des HE des feuilles et des fdatsluniperus phoenicea
respectivement. Le composé majoritaire des deuxebtH’ a-pinene avec des taux de 34.4
(feuilles) et 80.8% (fruits) suivi du Terpenenyletate (7.2%),0-3-Carene (5.9%) eb-
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Cadinene (5.8%) pour les feuilles et du Caryophglexide (3.9%)¢$-3-Carene(1.9%) €f-
pinene(1.8%) pour les fruits.

v’ 38 et 34 composés de I'HE des feuilles et des sfrdi¢ Tetraclinis articulata
respectivement. Les composés monoterpeniques streggile plus grand taux (87.1%) dans
I'HE des feuilles avec une Iégére dominance desoteopenes oxygénes (44.2%) avec le
bornyl acétate (40.2%) comme composé principalendiBa que les hydrocarbures
monoterpéniques représentent la quasi-totalitéhdédd essentielle des fruits (83.9%) avec la
dominance de la-Pinene (57.5%) suivi du limonene (20.9%) etpdDaryophyllene (5.9%).

En ce qui concerne les extraits, les rendememtgrdction enregistrés sont de 60%
pour I'extrait de feuilles d8. phoeniceat de 28% pour celui de articulata

L’évaluation de la teneur en phénols totaux desa@st nous a permise d’enregistrer
une teneur de 417ug GAE/mg pour I'extraitdmiperus phoeniceat 352 ug GAE/mg pour
celui deTetraclinis articulata Le dosage des flavonoides de ces extraits rélesdeneurs de
20 ng QE/mg et 18 ng QE/mg pour I'extraitdghoeniceat deT. articulatarespectivement.

Nous avons testé vitro 9 échantillons pour leur possible activité anticytd et
antimicrobienne.

L’activité antioxydante a été évaluée par deuxstegtérents : I'inhibition du radical

DPPH et le pouvoir réducteur.

Parmi les sept échantillons d’huiles testés, lititon du radical DPPH exprimée en
terme de concentration inhibitrice de 50% des mdiq(IGs), n'a été évaluée que pour 'HE
de thym(ICs0=434,24 mg/l) étant donné que pour les autres igidte grandeur ne pouvait
pas étre atteinte. Pour les autres huiles, a la fdbute concentration (1000mg/l), elles
n'arrivent pas a dépasser 15% d’activité de piggeRar contre, les extraits ont montré une
activité de piégeage du radical DPPH plus élevéeeaglie du BHT (IGo=28mg/l) avec une
légere supériorité de I'extraite genévrieflCs0=9,81mg/l)par rapport a celui de thuya de
Berbérie (1Go=9,88mg/l). Ce fort pouvoir serait attribué a la forte tenees textraits en
composés phénoliques.

Les HE testées ont montré des pouvoirs réductasezdaibles. Le thym a manifesté
le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport auttes huiles testées et qui est équivalent a
celui du BHT mais il reste inferieur a celui du B de I'acide ascorbique. Parmi les deux
extraits testés celui du genévrier a montré la fdue capacité réductrice qui est nettement
supérieure a celle du BHT.
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L’évaluation de I'activité antimicrobienne des HEdes extraits testés a été realisée
par une étude qualitative et quantitative sur ¢kes microbiennes (3 Gram +, 4 Gram -, et 2
levures).

Les HE et les extraits étudiés ont montré unemadtihibitrice envers la majorité des
souches microbiennes testées.

L’HE du thym a la plus forte activité antimicrohige parmi toutes les huiles testées,
ceci peut s’expliquer par sa richesse en carvaarquel on attribue généralement une forte
action inhibitrice. Par contre 'HE des fruits @earticulataest la moins active.

L’activité antimicrobienne du mélange thym-germaieda montré un effet antagoniste
sur I'ensemble des souches testées, donc il estipi@ressant d’utiliser 'HE de thym seul
gu’en association avec celle de la germandrée ;

Parmi les bactéries testé&taphylococcus aureusest montrée la plus sensible a
l'action des HE et d’extraits testés, contrairemgmseudomonas aeruginospi était la
moins sensible.

On remarque qud’seudomonas aeruginossst sensible aux extraits de feuilles de
T. articulataet deJ. phoenicealors qu’elle s’est montrée résistante aux HE ralgs a partir
des feuilles des mémes espeéces.

Il est a noter que les extraits dephoeniceat deT. articulatan’ont pas montré une
activité inhibitrice supérieure a celle des HE elgilfes de mémes especes.

En ce qui concerne I'étude qualitative de I'acé@véintimicrobienne, les HE de thym,
de calament, des feuilles de genévrier ainsi ggedeux extraits montrent une action
bactériostatique sur I'ensemble de bactéries testéei a des concentrations différentes.

Les valeurs des CMI enregistrées pour I'especéyta tvarient entre 0,06% et 0,125%
pour I'ensemble des souches testées.

Pour les extraits, ces derniers ont montré des Ed4l proches ce qui a expliqué la
similitude des diamétres de leurs zones d’inhibgio

Les valeurs des CMI obtenues pour I'extrait dedllé=ude genévrier sont plus faibles
gue celles obtenues pour son HE, et ceci pourdiabte des souches testés mis a part les
deux levures. Ce fort pouvoir bactériostatiqueagtsibué a la richesse des extraits en phénols
totaux et flavonoides.

L’activité antimicrobienne des HE est hautementetélente de leurs compositions
chimiques (principalement les phénols). Il est oejpat probable que les composés

minoritaires agissent de maniére synergique. Déaitela valeur d’'une HE tienne a son
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« totum », c’est a dire a l'intégralité de ses cosgmts et non seulement a ses composes
majoritaires.

Enfin, 'ensemble de ces résultats obteimugitro ne constitue qu’une premiere étape
dans la recherche de substances de source natbrelteyiquement actives. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront porafirmer les performances mises en
évidence.

Dans la perspective de poursuivre et d’approfoogitravail, il serait intéressant :
> De tester d’autres méthodes d’extractions et leoflsences sur la composition
chimique et les capacités biologiques ;
» D’approfondir I'analyse de la composition chimigdes différents extraits obtenus,
afin d’identifier les espéces chimiques responsatieleurs activités biologiques ;
»  De tester les principaux composés et complatas pouvoirs antimicrobiens et
antioxydants avec ceux des HE ;

>  De vérifier les résultats expérimentaux dansaliment sélectionné.
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Annexe 01 : Spectre de masse du Germacrene D



Annexe
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Annexe 02 : Spectre de masse du t-Cadinol



Annexe

Annexe 03: Chromatogramme de I'HE deTeucrium poliumsspcapitatum obtenu par
CPG

Annexe 04 : Chromatogramme de I'HE der'hymus pallescensbtenu par CPG



Résumé

Dans le but d’étudier la possibilité de substitiesr conservateurs chimiques par des produits
naturels, nous nous sommes intéressés a la coimpositimique et I'activité biologique des huiles
essentielles de trois espéces de la famille defad@®s :Teucrium poliumssp capitatum Thymus
pallescenset Satureja calaminthassp nepeta,et deux especes de la famille des cupressacées :
Juniperus phoeniceat Tetraclinis articulata,ainsi que les extraits issus des feuilles de casétes.
L’analyse qualitative et semi-quantitative des ésliessentielles extraites par hydrodistillatiortéa é
réalisée par CPG et CG-SM et nous a permis d'iflentt de quantifier les constituants de ces Buile
En ce qui concerne les extraits obtenus par sgXblebsage des composés phénoliques a montré que
les deux extraits sont riches en polyphénols.

L'évaluation de I'activité antioxydante des huilessentielles et des extraits étudiés par les
deux tests : I'inhibition du radical DPPH et le poir réducteur a montré que les différentes huiles
possedent une activité antioxydante qui est etioalavec leurs compositions chimiques et que les
extraits de genévrier et de thuya de Berbérie nntauvoir antioxydant meilleur que celui des huiles
essentielles de mémes especes.

Les résultats relatifs a I'étude de I'activité amtirobienne ont montré une action et un degré
de sensibilité variables. L’ensemble des micro-oigaes ont subi une action biostatique a des
concentrations différentes.

Mots clés :huiles essentielles, extraifBgucrium poliursspcapitatum, Thymus pallescens,
Satureja calaminthassp nepeta Juniperus phoeniceaTetraclinis articulata, CPG/CG-SM,
polyphénols, activité antioxydante, activite antirobienne.
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Abstract

In order to study the possibility of substitutingeenical preservatives by natural products, we
have study the chemical composition and biologacsilvity of the essential oils of three specieshef
Lamiaceae familyTeucrium poliumsspcapitatum Thymus pallescersnd Satureja calaminthasp
nepeta and two species of the Cupressaceae faduigiperus phoeniceandTetraclinis articulataas
well as the extract of their leaves. The qualimtnd semi quantitative analysis of the essenil&l o
extracted by hydrodistillation was performed by CB@ CG-SM and allowed us to identify and
guantify the components of these oils. The detemtion of phenolic compounds of the extracts
obtained by soxhlet showed that both are rich iggienols.

The evaluation of antioxidant activity of the edsdnoils and the extracts by two tests:
inhibition of DPPH radical and reducing power shdwhat the different oils have an antioxidant
activity which is in relation with its chemical c@wsition and that the extracts of juniper and tlufja
Berbery have a better antioxidant activity thandhsential oils of the same spices.

The results related to the study of antimicrobietivity showed an action and a variable
degree of sensitivity. All micro-organism have urgme a biostatic action at differents
concentrations.

Key words: essential oils, extract§,eucrium poliumssp capitatum Thymus pallescenssatureja
calamintha ssp nepeta Juniperus phoeniceaTetraclinis articulata CPG/CG-SM, polyphenols,
antioxidant activity, antimicrobial activity.



