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Introduction

Introduction

L'utilisation des plantes aromatiques par 'homnsé @ne pratique antiqgue. La majorité
des habitants du globe terrestre utilisent de meud®s plantes, compte tenu de leurs propriétés
aromatigues, comme source d’assaisonnement ou cammé&de en médecine traditionnelle.
Cependant, cette utilisation ne se base sur au@enecscientifique, elle tient compte simplement
des observations au cours des siécles.

Actuellement, la recherche sur les bienfaits daatpk médicinales et aromatique voit son
développement s’accroitre, notamment avec les fwgksentielles (HE) dont les domaines
d’'application sont nombreux aussi bien en médeoame,pharmacie ainsi que dans d’autres
domaines tels que I'agroalimentaire, les industl@miques, etc.

Plusieurs questions sont soulevées concernanttlaitgédes produits chimiques utilisés
dans l'industrie agroalimentaire. En effet, lesi@ntdants de syntheses (BHT, BHA et TBHQ)
sont suspectés d'avoir des effets négatifs suataegParadis etal., 2006) De plus, l'usage
excessif d’agents antibactériens chimiques conduifapparition de souches bactériennes
résistante¢Mau et al., 2004).

De nombreuses études s’orientent donc vers la redohe’antioxydants naturels parfaits,

a la fois sdrs et efficaces. Ainsi, les huiles eS8sles et les extraits aromatiques commencent a
avoir beaucoup d’intéréts comme sources potergiedemolécules naturelles bioactives.

Les plantes sont extrémement complexes du poinudede leur composition chimique.
Elles sont formées de plusieurs milliers de coustits différents, dont quelques-uns seulement
sont responsables de l'effet thérapeutique ou eliéet’ toxique. Il est donc indispensable de
connaitre les principes actifs des plantes aromesicafin d’étudier leur efficacité, leur mode
d’action et bien entendu leurs pouvoirs biologiques

Dans le bassin méditerranéen, on rencontre urgtegsl nombre de plantes aromatiques.
Son climat riche en luminosité et en chaleur, quoagpagnent des saisons marquées, exige de la
part des plantes des efforts adaptatifs favorablen@ richesse moléculaire évolutive leur
conférant de multiples propriétés.

L’Algérie, par sa situation géographique, offre wégétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques y pousse spontanddiatérét porté a ces plantes n’a pas cessé

de crofitre au cours de ces derniéres années.
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A cet effet, nous nous sommes intéressés a trpigces de la famille des Lamiacées
(Origanum floribundum, Teucrium poliursubsp. capitatum et Satureja calaminthasubsp.
nepeta qui est 'une des familles les plus utilisées omersource mondiale d’épices et d’extraits
a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant et uespece de la famille des Apiacédsnmi
visnaga).

L’objectif de ce travail est de contribuer a I'étude la composition chimique des huiles
essentielles et d’extraits non volatils de ces telarainsi qu’'a I'évaluationn vitro de leurs
activités antioxydantes, antimicrobiennes et arftammatoires d'une part et d’autre part
d’étudier I'effet de la durée d’extraction sur langposition chimique et I'activité biologique des
huiles essentielles ainsi que I'effet du traitenyeant I'irradiation aux rayonnements gamma sur la
composition de ces derniers.

La premiere partie de ce manuscrit est résend@&ugle bibliographique qui est articulée
en trois volets. Le premier aborde des notiondesihuiles essentielles et extraits aromatiques.
Le deuxiéme est consacré a la description desgdattidiées et le dernier volet expose certaines
étudesn vitro, d’activités biologiques des huiles essentieltesxéraits de plantes.

La seconde partie du travail est réservée a I'éexgérimentale qui comportera :

- L’extraction et I'analyse par chromatographie eagghgazeuse seule et par CPG/SM des
huiles essentielles extraites par hydrodistillation

- L’élaboration des extraits éthanoliques non vidaiar Soxhlet et le dosage des phénols
totaux;

- L’évaluationin vitro des activités antioxydantes, antimicrobiennesgtiaflammatoires
des différents huiles et extraits étudies ;

- L’étude de l'impact du temps d’extraction sur lamgmsition chimique et I'activité
biologique des huiles essentielles de I'origan.

- L’étude de I'impact de lirradiation par les ray@ments gamma sur la composition des

huiles essentielles de I'origan.
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Huiles essentielles & extraits aromatiques

1 Huiles essentielles

1.1.Généralités

Sous le nom d’huile essentielle, on désigne lescjpes volatiles généralement
odoriférants élaborés par l'organisme végétal. Camposés volatils ont la propriété de se
solubiliser dans les huiles et les graisses elgpaéme ont recu empiriguement le nom d’HE. Le
terme « huile » souligne le caractere visqueux yelrdphobe de ces substances et le terme
« essentielle » désigne la caractéristique priteipe la plante a travers ses exhalaisons
(Bernard et al., 1988 ; Bruneton, 1993)

Selon Conner(1993) les HE sont des produits odorants, volatils dutab@isme
secondaire d'une plante aromatique, normalememé®rdans des cellules spécialisées ou
groupes de cellules.

L’association francaise de normalisation (AFNORJjird&une huile essentielle comme
étant « un produit obtenu a partir d'une matiergétéle, soit par entrainement a la vapeur d’eau,
soit par des procédés mécaniques a partir de #ggmecdes citrus, soit par distillation a sec ».
L’huile essentielle est ensuite séparée de la phaiseuse par des procédés physigaéNOR,
2000) Cette définition est restrictive car elle exchutssi bien les produits extraits a I'aide de
solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

Les huiles essentielles sont des mélanges trés lexesp de molécules organiques
possédant des structures et des fonctions chimimeggliverse¢Garnero, 1996) L'ensemble
de ces composés peut étre divisé en deux grandgoapp les hydrocarbures terpéniques
(monoterpénes, sesquiterpénes et rarement ditepételes composés oxygénés, qui sont
considérés comme substances aromatiques, de tgpglptopanoidéBesombes, 2008)

Il existe naturellement d’autres corps qui peuvemirer en faibles proportions dans la
constitution de certaines huiles essentielles deaciorganiques, cétones de faible poids
moléculaire, coumarines volatiles, flavonoides, @ernard et al., 1988)

Dans la plupart des cas, la fonction biologiquetdEsdemeure le plus souvent obscure. Il

est toutefois vraisemblable gu’elles ont un rélelégique aussi bien dans le domaine des
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interactions végétales que dans celui des intersctvégétales-animales : un role répulsif vis-a-
vis des prédateurs (insectes, champignons) ettittipaur les insectes pollinisateuiBruneton,
1995).

Certains terpenes linéaires interviennent danséalpolisme de la plante, ils peuvent étre

employés comme source énergétiq@aignard, 1996)

1.2.Biosynthese des huiles essentielles

D’apresBruneton (1995, la synthése et 'accumulation des HE sont sousesociées a
la présence de structures histologiques parti@digui sont généralement localisées sur ou a
proximité de la surface du végétal tels que letules isolées l{auraceaeou Zingiberaceag
poils sécréteursLamiaceag poches sécrétricedlyrtaceaeou Rutaceag et canaux sécréteurs
(Apiaceaenu Asteraceag

Selon Bruneton (1999) seuls les terpénes les plus volatils dont la massléculaire
n'est pas trop élevée (monoterpénes et sesquiespen leurs dérivés oxygénés sont rencontrés

dans la composition des HE.

1.2.1 Biosynthese des monoterpénes

Le géranyldiphosphate « GDP » est considéré comrsalistrat naturel pour la synthese
des monoterpeng€roteau, 1987) et suite a des étapes d’isomérisation et desatain, il se
transforme en LDP (diphosphate linalylique). Le LB®nise et se cyclise donnant ainsi une
forme qui correspond au catianterpinyl. De cet intermédiaire universel, la réact peut
prendre I'un des plusieurs itinéraires. Alternatiat, le catioru- terpinyl peut subir davantage
de cyclisation, pour fournird- ou lep-pinene. Ce cation peut aussi produisetérpinéol, lequel
aprés hétérocyclisation donne le 1,8-cinef@@oteau et al., 1994) Quelques synthases de
monoterpénes produisent les produits acycliquesq¢ le myrcéne et le linalBohlmann et
al., 1997)

1.2.2 Biosynthese des sesquiterpenes

Tous les sesquiterpénes sont dérivés du farnébgsifhate « FDP », et la diversité
structurale de cette classe est plus grande gue dels monoterpenes, le nombre des

monoterpenes avoisine les 1000 alors que les segagnes sont plus de 70@@onnollyet Hill,
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1991) De méme que les monoterpénes, la formation degpasés cyclohexanoid, tel que
bisaboléne, exige l'isomérisation préliminaire dans-farnesyl qui est analogue a LDP et
représente le précurseur des sesquiterpénes, slivie cyclisation ionisation-dépendante. La
plus grande taille de la chaine du farnesyl perdgaiement aprés cyclisation la formation de
composés tel que le germacrene ydetmulene (Steele et al.,, 1998) Des migrations
méthyliques, et des réarrangements de Wagner-Meerwermetla génération d'une large
gamme de structures. Les sesquiterpenes acycliggiesque lep-farnésene, sont également
dérivés de FDRCrock et al., 1997) Les mécanismes de réaction des synthases pldesidies
monoterpénes et les synthases cytosoliques desiiteeggnes ont des propriétés similaires
(Alonso et Croteau, 1993)

1.3. Techniques d’extraction des huiles essentielle s

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pourdietdn des essences végétales, cette
diversité est due a la variété des matiéres presier a la sensibilité considérable de certains de
leurs constituants qui sont plus ou moins modifEsdant les processus de préparation
(Bruneton, 1995)

1.3.1 Entrainement a la vapeur

Ce procédé consiste a réecupérer I'HE des plantdgigant passer a travers ces dernieres
un courant de vapeur d’eau, ces vapeurs saturéesommposes organiques volatils sont
condensées et récupérées par décantation. Lesrp&ges intervenants lors de I'entrainement a
la vapeur seraient des phénomenes d'osmose effasiath libre.

L'eau résiduelle peut encore contenir une faibtg@irtion de certains composés volatils

et peut étre utilisée sous le terme d'eau florale.

1.3.2 L’Hydrodistillation

Cette technique a été proposée par Garnier en £&3%t,la méthode la plus utilisée pour
extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état puais aussi de fournir de meilleurs rendements.
Le principe consiste a immerger directement la énatvégétale a traiter dans un ballon rempli
d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapéigtérogenes vont se condenser sur une surface
froide et I'HE sera alors séparée par différencdetesitgBruneton, 1993)
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L’extraction qui s’effectue a température élevépHaacide peut engendrer des réactions
secondaires au sein de I'HE a savoir : hydrolydenigation, cyclisation, réarrangement
(Benhabiles, 199%h La durée de I'hydrodistillation qui par le cocttgrolongé de I'eau et de la

plante augmente aussi les risques d’artefactsatidlation.

1.3.3 Expression a froid

Cette technique consiste a récupérer les compasésly par des moyens mécaniques
(abrasion, compression, incision, perforation). @nient ainsi une HE. Cette technologie est
utilisée industriellement pour I'obtention d'HEgtlames. En général, on couple la récupération
d'HE avec l'extraction du judRichard, 1992). Le principe de cette technique est basé sur la
rupture ou la dilacération des parois des sacfeodsi contenues dans I'écorce des fruits et sur la

pression du contenu de ces sacs sur les p@ogo et Di Giacomo, 2004).

1.3.4 Extraction par solvants volatils

La technique consiste a la mise en contact de laéraavégétale, placée dans un
extracteur, avec un solvant volatil. Grace a deadas successifs, le solvant vase charger en
molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au cdrateur pour y étre distillé a pression
atmosphérique.

La législation sur les produits a destination deslustries agro-alimentaires est
extrémement rigoureuse, ce qui conditionne dorcht@x du solvant d’extraction. L'extraction

est réalisée avec un appareil de type Soxhlet appareil de Lickens-Nickerson.

1.3.5 Extraction au CO2 liquide ou supercritique

L’extraction au CO2 liquide ou supercritique estunéthode d’extraction moderne, elle
est basée sur le fait que certains gaz, notammee@OR2, dans des conditions de pression et de
température dites critiques (PC=73,82 bars et TM&C) ou supercritiqgues, présentent un
pouvoir de dissolution accru vis-a-vis de diversnposés tels que les HE, les ardmes, les

colorants naturels, et(Crabas etal., 2003)
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1.3.6 Distillation seche

Ce procédé est utilisé pour extraire les huilesrggdles des vegétaux fragiles tels que les
pétales de rose. Elle consiste a chauffer de fagsnmodérée les plantes ou certaines parties de
plantes sans ajout d’eau, ni de solvants organjqugéis a condenser les substances volatiles.
L’'avantage de cette méthode est la températureuellea se déroule I'extraction, inférieure a

100 °C, qui évite la dénaturation de certaines oués thermosensibl¢succhesi, 2005)

1.3.7 Extraction assistée par micro-onde

Cette technigue d’extraction a été développée amsabes derniéres décennies a des fins
analytiques. Le procédé consiste a irradier parovondes de la matiere végeétale broyée en
présence d’'un solvant absorbant fortement les nunoes (méthanol, hexane). L’'ensemble est
chauffé sans jamais atteindre I'ébullition duraetaburtes périodes entrecoupées par des étapes
de refroidissemer{Anizon et al, 2003).

En 2004, Lucchesi et ses collaborateurs ont migaént une nouvelle technique d’extraction
par micro-ondes sans solvant organique ajouté (§FMBBsée sur un principe relativement
simple, I'extraction consiste a placer le matéviggétal dans un réacteur micro-ondes sans ajout
d’eau ou de solvant organique. Le chauffage deil@antenue dans la plante permet la rupture
des glandes renfermant I'huile essentielle. Cettipeclibére I'huile essentielle qui est ensuite
entrainée par la vapeur d’eau produite par la meatiégétale. Un systeme de refroidissement a
I'extérieur du four micro-ondes permet la condeiosatlu distillat, composé d’eau et d’huile
essentielle, qui sont facilement séparable par Isimgcantation. Au cours de ces dernieres
anneées, cette technique a été le plus souvent cémpal’ hydro-distillation classique par de
nombreux chercheurkucchesiet al (2007) et Bayramoglu etl. (2008)rapportent dans leurs
études sur les huiles essentielles de cardamBietigria cardamomuinet d’origan Qriganum
vulgare respectivement, que la technique SFME est tregdeaet économique en termes

d’énergie et de matiére premiére.

1.4. Analyse des huiles essentielles

L’analyse chimique des HE est généralement réalpsechromatographie en phase

gazeuse (analyse quantitative) et la chromatogeaginiphase gazeuse couplée a la spectrométrie
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de masse qui permet une séparation nette et uméficktion précise des composés d'une
essence végétafeahlou, 2004)

1.4.1 Chromatographie phase gazeuse (CPG)

Depuis plus d’'une trentaine d’années la CPG s’éstloppée irrésistiblement. Elle est
devenue une méthode de choix pour la séparationrd&lange complexe de produits volatils.
A l'aide de la CPG, les mélanges tres complexesulsstances volatiles peuvent étre

sépares, identifiés et quantifies dans un tempsivement bre{Richard et Multon, 1992)

1.4.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la  spectrométrie
de masse (CG-SM)

Le développement important de la spectrométrie dsse dans l'identification des
constituants complexes a été rendu possible gnaamaplage de la chromatographie en phase
gazeuse directement avec la spectrométrie de m&see a ce couplage, il n'était plus
nécessaire de recourir a l'isolement des constisupars par chromatographie préparative, et
simultanément il devenait possible d’obtenir uncé@ede masse interprétable pour des quantités
de substance qui allaient du microgramme au nanoge{Richard et Multon,1992).

En effet, l'utilisation de la CPG a haute résolatifcolonne capillaire) couplée a la
spectrométrie a basse échelle de masse, le ta@itdalloutil informatique (micro-processeur),
permet le développement de méthodes d’identifiodiebles et rapideBenhabiles, 1995)

» Principe

L’échantillon & analyser est introduit dans le chatographe puis séparé et analysé. Les
différents constituants gazeux arrivent dans lardita d’ionisation du spectrométre de masse ou
ils sont fragmentés. Les ions issus de la fragntientaont dirigés vers le dispositif de séparation,
ils sont alors triés suivant leur rapport massefghapuis leur répartition est donnée sous la
forme d’un spectre de mas@dahlou, 2004)

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

* Une chambre d’ionisation ;
* Un systeme analyseur pour la séparation des ions ;

* Un ensemble de détection, amplification et enregsént.
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Un appareillage de CG-SM permet donc de fournirchiromatogramme accompagné
d'un ensemble de spectres de masse corresponddideatification précise de chaque
constituant séparé par la CPG. C’est donc une igebrde pointe permettant la connaissance

d’échantillons parfois complexes en un temps te@éstc

2 Les Extraits aromatiques : composés phénoliques

Les polyphénols constituent I'un des groupes les plombreux et largement distribués
des substances dans le royaume des végétaux, lagetep8000 structures phénoliques connues.
Les polyphénols sont des produits du métabolisroerskaire des végétaux et présents dans tous
les organes de la plante. lls résultent biogénétiggnt de deux voies synthétiques principales : la
voie shikimate et la voie acétqtaugasi etal.,2003).

Les composés polyphénoliques sont constitués doyawn aromatique comportant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles ainsi que des growgds fonctionnels (ester, méthyle ester,

glycosides).

2.1.Classification des composés phénoliques

Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent étre divisés en au mbhlasses
différentes selon leur structure chimique de b&sivent s'étendre de molécules simples, tels
gue les acides phénoliques, aux composés fortepadyrhérisés, tels que des tann{bsigasiet
al., 2003)

Les composés phénoliques (acides phénoliques, nitdges simples et
proanthocyanidines) forment le groupe des comp@édgochimiques le plus important des
plantesBeta etal.,2005)

La Figure 1 montre la structure de quelques congpkénoliques.
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Figure 1: Structure de I'acide gallique, catechinest flavonols (Wang et Mazza, 2002).

2.1.1 Les acides phénoliques

Ces acides sont contenus dans un certain nombpdad&es agricoles et médicinales
(Psotova etal., 2003) Comme exemple d’acide phénolique, on cite : dlacthlorogénique,
I'acide caféique, I'acide protocatechique, I'acidmillique, I'acide férulique, I'acide sinapique et
'acide gallique. lls sont considérés comme sultganphytochimiques avec des effets
prebiotique, antioxydant, de chélation et antiegnfmatoire. Leur toxicité est faible et considéré
non toxique. Pharmacologiquement, le mieux carmsétéest I'acide caféiquéPsotova etal.,
2003).Cet acide ainsi que l'acide férulique empécherivimation du cancer des poumons chez
les souris alors que I'acide gallique inhibe lariation du cancer cesophagien chez les(kHute,
2003)

2.1.2 Les tannins

Les tannins sont des polyphénols polaires d'orgimégétales, existent dans presque
chaque partie de la plante : écorce, bois, feuillests et racines, leurs poids moléculaires
s’étendent de 500 a 3 0QGowan, 1999) Il est difficile de les séparer dans un extr&gétal,
parce que de nombreux isoméres avec une base tailédres semblable coexistdii@erthod
etal., 1999) En plus, des propriétés classiques des phérslsahnins précipitent les alcaloides,

la gélatine et les protéines.

10
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2.1.3 Les flavonoides

Les flavonoides représentent une trés large ganenmemhposés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés cordie® pigments quasi universels des végétaux,
dont plusieurs sont responsables de couleur vigdleers, des fruits et des feuill@ietta, 2000
; Ghedira, 2005)

2.1.31 Structure et classification des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique camenet par conséquent, possedent
tous un méme squelette de base a quinze atomesarbenes, constitué de deux unités
aromatiques; deux cycles en C6 (A et B), reliés pahétérocycle en C3 (Fig. (Byuneton,
1999; Pietta, 200D

Structuralement les flavonoides se répartissemiwsieurs classes de molécules selon le
degré d’'oxydation et la nature des substituantsépaur le cycle Pietta, 2000) 14 groupes
différents ont été identifiés dont six groupes guanticulierement les plus répandus et les mieux
caractérisés ; flavones, isoflavones, flavanonasahols, flavonols, anthocyanidin@deim et
al., 2002 ; Hendrich, 2006)

Les composés de chaque classe se distinguenteantrpar le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyleshaxyges et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et EHeim et al.2002)Dans les flavonoides au sens strict, le deuxiéystec
benzene (B) se lie a I'hétérocycle (C) en posifioihorsque la liaison s’effectue en position 3,
les composés résultants sont appelés isoflavonokfeplus, I'hétérocycle (C) peut étre une
pyrone (flavone) ou son dihydrodérivé (flavanone) fixation d’'un groupement hydroxyle (OH)
sur le carbone 3 dans les deux cas précédentsitaenstspectivement les flavonols et les
flavanonols(Birt et al.,2001) A I'état naturel, on trouve trés souvent les diavides sous forme
de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctiigsoxyles sont alors glycosylés. La partie du
flavonoide autre que le sucre est appelée aglyocangénine, l'unité glycosidique la plus
commune est le glucose mais parfois elle peut giweorhamnose, galactose, arabinose ou
rhamnoséHeim etal., 2002)

11



Etude bibliographique Chapitre 1: Huile essentielles et extraits aroimaes

Figure 2: Structure générale du noyau des flavonoas (Heim etal., 2002)

2.13.2 Biosynthese des flavonoides

Elle se fait a partir d’'un précurseur commun, l&atéydroxychalcone (fig.3). Cette
chalcone métabolisée sous l'action d’enzyme ; Eadne isomérase, en naringenine. Sur cette
derniére agit la flavone synthase pour donner :gapne ou le dihydroflavonol. Le
dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase métabolise en kaempférol ou en
leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étre le psécu des flavan-3-ols et anthocyanidols, ce
dernier sous I'action de la 3-O-glycosyltransférasee transforme en anthocyanos{arfak ,
2003)

12
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Figure 3: Biosynthése des flavonoides (Bruneton, 29).

2.2.Role physiologique des composés phénoliques

Les flavonoides et d'autres polyphénols sont piemient responsables des qualités
sensorielles et alimentaires des aliments végétdagtringence et I'amertume des nourritures et
des boissons dépendent de la teneur des polyph&ungiasi etal.,2003)

Les flavonoides sont des pigments responsablea deldration des fleurs, des fruits et
des feuilles. lls sont universellement présentssdian cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, et sont susceptiblessdiar la protection des tissus contre les effets
nocifs du rayonnement U{Hadi, 2004).

Les pigments responsables de la coloration dessfleprésentent des signaux visuels qui

attirent des animaux pollinisateurs. La plupartds pigments sont des anthocyanes, des aurones

13
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et des chalcones. D’autres polyphénols incolords tpie des flavonols et flavanones
interagissent avec des anthocyanes pour altérercg@pigmentation, la couleur des fleurs et
fruits (Brouillard et al., 1997)

Les cellules végétales répondent au stimuli enweomental en synthétisant les
métabolites secondaires qui peuvent les protégerectes agents de I'agression par la formation
d’'un tissu cicatriciel résistant aux infectiofisirli et al., 2001).

L'attaque de microbe pathogéne telle que le viessbactéries ou les mycetes induit une cascade
de réactions qui peuvent mener a la résistance éxanimee a I'emplacement de l'infection ou
dans d'autres parties non infectées de la plamte @sistance systémique implique I'existence
d'un signal endogene transferé de I'emplacemanfection a d'autres parties de la plante. On
pense que la premiere étape du mécanisme de lasdéfemporte une accumulation rapide des
phénols a I'emplacement d'infection, qui fonctiortnpour ralentir la croissance du microbe
pathogengMisirli et al., 2001)

La capacité d'une espece végétale a résister dadis des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teeeurcomposés phénoligudRees et
Harborne, 1985) Les mécanismes de l'action et de l'interactibieseproduits chimiques qu'ils
contiennent demeurent dans la plupart indétermibés. chercheurs deviennent graduellement
intéressés dans l'identification des principesfadans les extraits avec |'étude complémentaire
intensive de leurs mécanismes d'ac{i®uan etal., 2002)

Les principales activités biologiques des comppdé&noliques sont résumées dans le tableau 1:
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Tableau 1: Activités biologiques des composés phéigpies.

Polyphénols Principales activités

Acides phénols (cinnamique et benzoiquéntibactériens, antifongiques et
antioxydants.

Coumarines Vasoprotectrices et antioedémateuses.

Flavonoides Antitumorales,  anticarcinogénes,  anti-

inflammatoires, hypotenseurs, diurétiques et

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

antioxydants, antitumorfales, antifongiques
et anti-inflammatoires.

Tanins galliques et catéchiques Antioxydants.
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Monographie des especes étudiées

1 La Germandrée ( Teucrium polium subsp. capitatum Brig.)

1.1 Description et classification

Le nomTeucriumest dédié a Teucer de Troie, qui découvrit ditempropriétés de la
germandrédBeloued, 2005)C’est une plante dont 'usage remonte a pres de& dalles ans.
"Djaidd’ chez les Arabes ou plus communément Herbe de Melle est connue pour ses
propriétés cicatrisantes, diurétiques, diaphorésguantipyrétiques, antispasmodiques et anti-
inflammatoires.

La germandrée polium est un sous arbrisseau antomeblanchétre et a pousses
nombreuses pouvant atteindre 45 cm de haut. Ireeaax peuvent étres dressés ou ascendants
avec un tomenteux blanc ou doré. Les tiges somnains en partie blanchatres, au sommet
desquelles se trouvent plusieurs capitules de awcplus. Les feuilles dont la taille varie de 7 a
27 mm sont presque sans pétiole, opposées ou gw@mebouquet. Les fleurs sont en grappes
denses au sommet des rameaux, les feuilles somgiss, entieres et crénelées. Les étamines

sont tordues en spirales, le fruit quant a luir$éhiscen{Bartels A., 1998)

-

Figure 4 : Teucrium poliumsubspcapitatumau stade de floraison
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Le genreTeucriumest tres complexe et, comme beaucoup d'autre éghléest largement
distribué dans les régions du bassin méditerranéendifférents taxa peuvent étre des arbustes,
des arbrisseaux ou des plantes vivaces, annualldsisannuelles. On peut les trouver dans
différents habitats incluant des champs cultivés,dlines de sable ou des montagnes rocheuses a
hautes altitude§uan etal., 2004)

La classification systématique de la germandrééestivante $pichiger etal., 2004):

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Astéridées
Sous classe Astéridées |l
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Teucrium

1.2. Répartition géographique

* Dans le monde
Il existe plus de 300 espéces de germandréestigspar travers le monde. L'espece
s’étend de I'Asie occidentale en passant par I'Bare@t le Maghreb et jusqu’'au nord de
I’Amérique. Elle est tres répondue en méditerragfdgérie, Tunisie, Espagne, France, ltalie),
mais on la trouve également en Iran et en Turquiesf en Scandinavie au nord et méme au

Canada a 'ouest.

* En Algérie
Le genreTeucriumest présent en Algérie avec 22 espéces et 12espésegQuezel et
Santa, 1963)
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1.3. L’Huile essentielle de germandrée

Les études menées sur la composition des HE déralies espéces de germandrée ont
montré que, celles-ci étaient majoritairement dtuests par de d-Pinene et d-Pinene, d-
Caryophyllene et du Germacrene D ou par du t-Cadinou de la-Cadinol (Kabouche etal.,
2006)comme on peut trouver des HE a LinalolEudesmol tel que nous le montre le tableau

suivant :

Tableau 2: Composé dominant des HE de différentesgeces germandrée.

Especes Composé dominant Références
Teucrium atratum t-Cadinol (45,3%) Kabouche etal., 2005
Teucrium poliunsubsp.aurasiacum a-Cadinol (46,8%) Kaboucheetal., 2005
Teucrium poliunsubsp cylindricum B-Eudesmol (non précisé)Cozzani etal., 2005

Teucrium scorodoniaubspscorodonia Germacrene B (26,2%) Maccioni etal., 2007

Teucrium flavum B-Caryophyllene (30,6%) Baher et Mirza, 2003

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

1.4. Application des HE de germandrée

» Activité antioxydante : Ljubuncic et al. (2006)ont monté que I'HE de germandrée avait
une meilleure activité que le BHT, un antioxydarabituellement utilisé dans l'industrie
alimentaire. Cette activité peut étre attribuée @résence de polyphénols qui agissent comme
des réducteurs.

» Activité hypoglycémique : La germandrée aurait un effet significatif suréduction du
taux de glucose dans le sang. Ceci peut étre timeelioration du métabolisme du glucose au

lieu de 'augmentation de la sécrétion d’'insul{adurjai et Hudaib, 2006).
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» Activité anti-inflammatoire : Les tests effectués sur les cedemes de la patterat’wmt
montré des effets pharmacologiques comparablesyades anti-inflammatoires conventionnels
(Aburjai et Hudaib, 2006).

» Activité larvicide : EI-Shazly et Hussein (2004)ont montré que I'HE de germandrée
avait une remarquable activité larvicide contreléeses deCulex pipiensMusca domesticat
Ceratitis capitata

» Activité anti-tumoral : Elmasri et al., (2016)ont montré que certains composeés isolés
de l'extrait de Teucrium polium provenant d’Egypte inhibent la croissance ddtules

tumorales.

2 La Sarriette ( Satureja calamintha subsp. nepeta (L.) Brig. )

Nommée Calamintha nepeta(L.) Savi selon la nouvelle homenclatu(®obignard et

Chatelain, 2013) elle portera ce nom pour le reste du document.

2.1.Description et classification

La sarriettecalaminthaappelée aussi « calament » est I'une des plameses de la
famille des lamiacées originaires d'Europe et @&Aatcidentale (plus précisément d’lran et
d’Europe centrale). C’est une plante des bois @tilles incultes, proches de la menthe, dont on
utilise les tiges, feuilles et les fleurs.

Le calament des montagnes pouvait étre un despiaslttonstituants de la thériaque de la
pharmacopée maritime occidentale au XVllle siécle.

Les calaments sont des plantes aromatiques a @asflences en cymes laches et
pédonculées. Feuilles ovales entieres ou faiblerdentées a odeur de citron ou de menthe.
Corolles roses ou violacées, bien plus longueslgu=lice. Les étamines par paires, un peu
conniventes, le fruit quant a lui est ovoide etd{Quezel et santa, 1963)

Les calaments appartiennent aux sous gemkemos Micromeria, Clinopodiumet

Calamintha qui sont regroupés au sein du méme gSatareja.
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Figure 5: Calamintha nepetgL.) Savi au stade de floraison

Le calament nepeta est un sous-arbrisseau ou pliaaime aromatique a inflorescence en
cymes laches et pédonculés de 5-15 fleurs. FewlNedes, souvent dentées de couleur verte
sombre de 4 cm de long. Calice bilobé, gibbeux Izake, de 6-7 mm a dents subégales. Corolle
violet pale, parfois roses de 1.5cm avec un frudide, lisse. Connue sous le nom de « Meuta »
ou « Nebta ».

Ci-dessous la classification systématique de laesta Spichiger etal, 2004):

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Astéridées
Sous classe Astéridées |l
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Satureja
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2.2.Répartition géographique

* Dans le monde
Il existe environ 50 espéces du sous geatamintharepartis dans les régions tempérées
de I'hémisphére nord, elles sont répandues erelran Europe centrale.
* En Algérie
Le genreSaturejaest présent en Algérie avec quatre sous genresni pas derniers le

sous genrealamintharegroupe cing espéeces et trois sous esp&ugezel et santa, 1963).

2.3.Composition chimique des HE de sarriette

Les études menées sur la composition des HE de ekpeces de calament a savoir :
Calamintha sylvaticeet Calamintha vardarensisnontrent que le composé majoritaire de ces
deux huiles est le cis-piperitone oxide avec 656%48.9% a 59.2% pout. vardarensiset
C.sylvaticaespectivement. Le rendement en HE pour ces espeéstesle 1.54% pouC.
vardarensiset de 0.11% a 0.94 % poQr sylvatica(Mimica-Dukic et al., 2004).

3 Le Khella « Ammi Visnaga (L.) Lam.»

Nommé Visnaga daucoides Gaertnselon la nouvelle nomenclatur@Dobignard et
Chatelain, 2013)il portera ce nom pour le reste du document.

3.1. Description et classification

Le nom Ammivient du grec ammos, qui signifie «sable», en rdpaeec le terrain ou
pousse la plant&/isnaga le nom de la variété, dériverait de «bis acutgmiwveut dire «a double
pointe». Les vieux noms latins étaie@uminum alexandrinumC. aethiopicumet C.regium
(cumin alexandrin, éthiopien ou royal). Khella,nem arabe de la plante, est utilisé dans tout le
Moyen-Orient et souvent aussi en Eur@gegel, 2013).

Le khella est originaire du delta du Nil et on I'utilisait jlécomme remede dans
I'ancienne Egypte comme l'indique le papyrus d’EbBrans les souks orientaux, on vend encore
aujourd’hui les ombelles séchées de la plante tEmttiges sont utilisées comme cure-dents
(Vogel, 2013).Elle est communément connu sous le nom « Bachrnikba « Noukha » au
Maroc (Satrani et al., 2004)s’emploie en gargarismes, pour les soins de lalm(gingivites,

abces buccaux, etc.) et contre les maux dentaires.
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L’herbe annuelle ou bisannuelle de la famille dggadées a fleurs blanches en ombelles
pousse au printemps sous la forme d’une tige deessade et cannelée, atteignant de 80 a 120
cm de hauteur. Les feuilles gris vert ont envir@rcgh de long ; elles sont disposées en chevrons
et pennées. Le haut de la tige est ramifié et &geént recourbé. Les grandes ombelles terminales
réunissent parfois jusqu’a une centaine de pédigibrtant a leur tour de petites ombelles a
fleurs blanches. A maturité, les pédicelles épaigaes sont rétractés et forment comme un nid.
Leur goQt est agréable et apres leur lignificatmm)es utilise comme cure-dents. Les petits fruits
lisses et ovales tombent quand ils sont secsdaHhacence, ils donnent deux graines d’un brun

grisatre, d’environ 2 mm de lonyogel, 2013).Les pédoncules des ombelles, trés nombreux,

jaunissent et se tassent les uns contre les agres la floraiso(Hammouda etal., 2005).
_ ,. . - o K 'éy T

Figure 6: Visnaga daucoidesu stade de floraison

La classification systématique déisnaga daucoidesest la suivante Qupont et
Guignard, 2007 :

Regne Plantea.
Embranchement Spermaphytes

S/ Embranchemen Angiospermes

Classe Astéridées
S/Classe Euastéridées
Ordre Apiales
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Famille Apiaceae

Genre Visnhaga.

3.2.Répartition géographique

Elle pousse spontanément autour du bassin meuitsn, jusqu'au Proche Orient, sur
des terres en friche et des terres argileuses. &dleparticulierement cultivée dans la vallée du
Nil en Egypte, au Maroc, dans l'ouest algérienTenisie, en Argentine, au Chili, au Mexique
ainsi que dans le sud des Etats-Unis. Bien instillés tout le pourtour méditerranéen, elle s’est
ensuite naturalisé en EurofEranchomme et Pénoél, 2001 ; Zhiri, 2004)Cette plante se
caractérise par son hygrochasie, c’est-a-direlem@édicelles des ombelles s’étalent en milieu
humide et se recroquevillent en cas de sécherésse.ombelliferes de nos contrées sont
xérochasiques, c’est-a-dire qu'’ils s'ouvrent erhaét et se referment a '’humidité. La floraison a
lieu en Juillet(Vogel, 2013).Originaire d’Afrique du Nord, le Khella pousse’'étdt sauvage au
Moyen-Orient et dans les autres pays méditerrandlesiacclimaté en Australie et en Amérique
du sud Larousse, 1997).

Le Khella affectionne les champs et les lieux @abéux rocailleux et secs et s’adapte
parfaitement aux sols argileux. Vivace, elle pousseramment aux abords des oueds et des

chemins.

3.3.Composition chimique de Khella

Les études phytochimiques de Khella ont révéléctesse en furanochromones dont la
khelline et la visnagine ainsi que des pyranocoureardont la visnadine. La khelline est la
chromone la plus active présentant des proprigtasnsolytiques. La visnadine a des propriétés
antispasmodique et vasodilatatrice des coronaires.

La khelline, la visnagine et la visnadine (fig.©Ons les principes actifs des fruits de
Visnaga ils sont ainsi utilisées dans l'industrie pharmg@ue pour le traitement de I'angine et
de I'asthmgGrayna etal., 1998 ; Kleeman etl., 1999).

La teneur de ces composés dans les fruits sece lamgement selon les facteurs

génétiques et les conditions environnemeni@ssayd et Erim, 2002).
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Figure 7: Formules chimiques de la khelline, visnade et visnagine (Filliat, 2012).

4 L'Origan ( Origanum floribundum  Munby)

4.1. Description et classification

Le nom origan est dérivé du greoros » et «genos» qui veut dire « éclat ou parure des
montagnes». Connu depuis des millénaires, il Btdifet de certaines superstitions on lui prétait
le pouvoir de préserver 'homme et I'animal desadiiak Richard, 1992.

L'origan est un mini arbuste pérenne, a port dressétalé. Les feuilles sont de forme
ovale, pétiolée, contenant des poils glandularksur surface. Ces glandes s'étendent également
sur la tige et sur les bractées. Les fleurs sontnaghrodites, petites de 5mm de longueur
environ, aux pétales de couleur rose, sont en norder 5, plus grandes que les sépales,
présentent des extrémités arrondies, les fleusgsonpées en panicule (corymbe) au sommet de
la tige et des rameaux.

La variation morphologique a travers le genre aénana distinction de 10 sections
consistant en 42 especes ou 49 taxons (especesgmcres et varietd®anin etkKiinne,1996).

Il appartient a la grande famille des LamiaceaegérreOriganuminclut des arbustes
nains dicotylédones, des plantes annuelles, bigdleswu vivaces qui se reproduisent dans les

secteurs chauds et montagneux.
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Figure 8 : Origanum floribundum au stade de floraison

La classification systématique de I'origan estdavante(Spichiger etal., 2004):

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchementAngiospermes

Classe Astéridées
Sous classe Astéridées Il
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Origanum

4.2.Répartition géographique
» Dans le monde
Cette plante méditerranéenne a l'aptitude de pousaes plusieurs pays d’Europe et
d’Asie également, spécialement en Chine et en [Rigerto et al.,, 2002) 49 taxons sont
répartis a travers le monde, dont : 46 sont réparttre des pays du pourtour méditerranéen ; 21

se trouvent en Turquie, dont 12 sont endémiquessiul pays.
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» En Algérie
L’'origan est une plante répandue en Algérie, efie représentée par deux especes :
Origanum glandulosunet Origanum floribundum Cette derniere est d’ailleurs une espéce

endémique algérienr(@uezel et santa, 1963).

4.3.Composition chimique de I'huile essentielle d' origan

La teneur et la composition de I'huile essentighigie en fonction de I'espece, du stade
de développement et des conditions environnementdle tableau ci-dessous, montre les

principaux composés de quelques espéces d'origan.

Tableau 3: Principaux composés de certaines especksrigan.

Especes Pripeiix composeés Référen
Origanum heracleoticum Carvacrol (54%) Oussalah etfal., 2006
Origanum compactum Carvacrol (22%) gtterpinene (23 %) Oussalah efal., 2006
Origanum floribundum Carvacrol et thymol Baser etal., 2000
Origanum majorana Tepinene-4-ol (26%) Oussalah etfal., 2006
Origanum vulgare L. sesquiterpenes Lawrence etal.,1984

4.4.Principales utilisations d’'origan

4.4.1 Utilisation comme épice

Différentes parties de la plante (feuilles, sommitéuries) sont actuellement employées
en industrie alimentaire en tant qu'épices. Elleceasidérée comme étant I'une des épices les

plus répandues dans la réegion méditerrané@aser etal., 2000)

4.4.2 Utilisation pour son pouvoir biologique

L’huile essentielle d’'origan posséde un effet apigue, est légerement tonique et
digestive. Elle provoque la menstruation, apaisenierfs, soulage les maux de téte et de dents,

elle aide aussi a lutter contre les insomnies.
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L'origan est aussi un anti-inflammatoire, antifange, antibactérienne, antioxydante
antispasmodique expectorant, diurétique et sudoefi C’est un bon stimulant de I'appareil
digestif, il est particulierement utile dans divessffections des voies respiratoires (Bronchique,
trachéo-bronchite) elle calme la toux en favorisétpectoration. Par ailleurs on a rapporté

d'autres activités biocides en tant qu'insectiaideaticide et antimollusqyélfaiz, 2006)

5 Irradiation des espéces végétales

5.1. Traitement par irradiation

Le rayonnement est une energie qui se déplacel@apace, tout comme la lumiére et la
chaleur du soleil. La source de rayonnement la plilisée pour I'irradiation dealiments est le
cobalt-60 ; celui-ci produit des rayonnements ébemohgnétiques qui possédent une énergie
beaucoup plus élevée que celle de la lumi€ebana, 1996).

Grace aux rayons ionisants produit par les irradia, cette technologie est utilisée sur
des aliments conditionnés et déja emballés afidiaénuer le nombre de bactéries, d’améliorer
la salubrité de I'aliment, d’augmenter sa duréevige et d’éliminer les insectes qu’ils peuvent
contenir. L’avantage de lirradiation par rappouxaautres méthodes traditionnelles est que les
rayons pénetrent directement au coeur de I'alin@rtirairement aux pesticides et aux gaz qui
eux agissent en surface. Le traitement s’effectfreid, se qui permet de conserver les valeurs
nutritives et les propiétés physico-chimiques désemts. Avec une telle méthode, I'utilisation
des additifs alimentaires tels les nitrites etrliésates peut etre diminuée voire éliminée.Hood
and Drug Administratiordes états-unis a décidé d’utiliser l'irradiatioltpt que la fumigation

pour le traitement des épices, des fruits et égsmes.

5.2 Sources de rayonnement

loniser c’est soumettre les denrées alimentairacéion des radiations fondamentales
pour les assainir ou les stériliser, et augmewetardurée de vidPouget, 2000)
Trois types de rayonnements ionisants peuvent @tsés dans l'industrie alimentaire a
savoi(Vasseur, 1991)

« Rayons gamma émis par les radionucléfdes ou™*'Cs ;
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* Rayons X produits par des appareils fonctionnamh aiveau d'énergie égal ou inférieur

a 5MeV ;

» Electrons produits par des appareils fonctionnamh @iveau d'énergie égal ou inférieur

a 10 MeV.

- Rayonnement gamma

Le rayonnement Gamma est un noyau atomique quion#res pas d'un déséquilibre
baryonique, mais qui se trouve dans un état d'@nergtable, émet un photon trés énergétique,
donc tres pénétrant, pour atteindre un état d'é@setagble ; il faut plusieurs centimétres de plomb
pour l'arréter. Ce rayonnement est obtenu a l@édexdioisotopes, généralement du Cobalt-60, et
plus rarement du Césium-137.

Les rayons gamma émis par |'un ou l'autre de ces @alionucléides ont une capacité de
pénétration suffisante pour répondre aux besoir$rdaliation de presque tous les aliments. Le
co(t des radionucléides artificiels est jugé aaaptpour l'irradiation industrielle des aliments,
compte tenu de la grande souplesse d'utilisatiasfugbouvoir de pénétration élevé des rayons
gamma.

Les installations d'irradiation des aliments samquies et disposées differemment selon
I'objectif visé et, pour lI'essentiel, elles sontddeix types, permettant une exploitation en continu
ou en discontinu. Dans les installations en disnanton irradie une quantité donnée d'aliments
pendant une durée précise. La cellule a l'intérimsguels sont placés les aliments irradiés est
ensuite déchargée et I'on procéde a la mise ee plao nouveau lot, qui est a son tour irradié.
Dans les installations d'irradiation en continlg &iments circulent a travers la cellule & une

vitesse déterminée, calculée de facon que toudifeents recoivent exactement la dose voulue.

5.3Doses de rayonnement

Dans la pratique, la dose utilisée varie selorype tde nourriture, et selon I'effet désire.
Les niveaux de traitement peuvent étre regroupésaes catégoriegArvanitoyannis et al.,
2008):

> Dose dite « faible », jusqu’a 1 kGy: Elle est utilisée pour retarder geocessus
physiologique, tels que le murissement ou la geation des fruits frais et des légumes.

Elle diminue aussi les insectes et parasites presams les aliments.
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» Dose ditex moyen »,de 1 & 10 kGy : Elle est utilisée pour réduirert@sroorganismes
pathogenes présents dans divers aliments.
» Dose dite« forte », plus de 10 kGy : Elle est utilisée pour la stéation des viandes, les

volailles, les fruits de mer et d’autres alimeri&eo etl., 2007).

L’intervalle des doses d’irradiation en fonctiom Iteffet recherché est représenté ci-dessous.

Tableau 4: Les principaux effets recherchés par les doses ietices d’irradiation

Doses ( kGy) Effet recherché
0033 0.1 Inhibition de la germination des|
bulbes et tubercules
1a3 Désinsectisation
146 PasteurisatidR@durisation)
15 a 50 StérilisatiqRadappertisation)
60 Inhibition de l'activité

enzymatique

Dans tout procédé d'irradiation, que ce soit ah&le industrielle, ou au laboratoire, il est
indispensable de connaitre avec précision, la digadiation absorbée par le produit. Dans le
but de déterminer la dose recue par un objet, répartition des doses dans un objet volumineux,

plusieurs procédés dosimétriques sont déveloffp&®, 1999).

5.4 Conséquences biologiques du traitement par irr ~ adiation

Les rayonnements ionisants entrainent surtout desfications chimiques de I'ADN et
de I'ARN: il s'agit de ruptures de chaines ou bats d’hydrogéne ou plus grave de formation de
ponts entre bases successives d’'un méme Marfaft, 1995).

Les modifications peuvent avoir comme conséquenceblocage de la duplication de
’ADN, lorsqu’il n’existe pas de systeme de répematpour ce type de liaison et un arrét de la
synthése de protéines lorsque 'ARN messager rérecam codon radiomodifié pour lequel il
n’existe pas d’ARN de transfert corresponda¢ Corre et Venaille, 1989)A cela s'ajoute une
oxydation détruisant la structure lipoprotéiqueaenembrane. Ces perturbations entrainent une

inhibition de la croissance, voire la mort desudel.
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Les micro-organismes (spécialement les bactér@saen négatif comme les salmonelles)
peuvent étre détruits par irradiation. En revandb®,spores bactériennes ne sont détruites qu'a
fortes doses, de sorte que lirradiation n'excad @vec certitude le risque de botulisme, maladie
d'origine alimentaire comportant un fort taux dalié.

Une dose de rayonnement déterminée détruit unaimerproportion de la population
microbienne exposée, quelle que soit son effe@#étte caractéristique ou ce résultat, du
traitement par irradiation fait que plus I'effeatié la population d'agents bactériens d'altération
est élevé avant le traitement, plus cette populatste nombreuse apres l'irradiation. Et il va de
soi que si l'altération a déja commencé, l'irradiahe peut rien y faire. Par conséquent, comme
pour toutes les autres méthodes de conservaiivadiation ne saurait se substituer a de bonnes

regles d'hygiene lors de la production et de lasfiarmation des aliments.
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Activités biologiques des substances naturelles

1 Activité antioxydante

Les lipides forment une classe de constituantogiques nutritionnellement importants pour
la part calorique et I'apport indispensable d’asidgas essentiels et de vitamines liposolubles
gu'ils présentent dans la ration alimentaire. Laig|sont extraits de leur contexte de protection
naturelle, tous les corps gras (ou lipides ou megiggrasses) subissent au cours de leurs

conservations ou transformation des altérationyue oxydatif.

1.1. Les espéces oxygeneées réactives

Les espéces réactives de I'oxygene dénommées RO&ct(lR OxygenSpecies) sont
générées naturellement dans la mitochondrie awsarita respiration cellulaird &rnawski et
al., 2006) Ce sont des produits de I'oxygene, généralemmigés en espéeces radicalaires et
non-radicalaires, qui se caractérisent par unallgé et/ou un pouvoir oxydant fort. Si les
especes radicalaires se distinguent par la préséice électron non apparié sur la couche
électronique la plus externe, les especes nonalatties sont caractérisées par un oxygene avec
un étage d’oxydation supérieur a (-2). Dans lesxdeas, ces molécules vont chercher par
oxydation a compléter la couche électronique egtel®m 'oxygene pour tendre vers une forme
plus stable.

Parmi les especes oxygénées réactives, nous aversuperoxyde (), le peroxyde
d’hydrogéne (HO,), I'acide hypochloreux (HCIO) et le radical hydyex (OH). Ces espéces
sont généralement a l'origine de toutes les augtesont frequemment rencontrées dans les

maladies a composante inflammatoire telles quemeatadies inflammatoires chroniques et

certaines maladies cardiovasculaifidéve, 2006).

1.2. Mécanismes généraux de I'oxydation des lipides

D’apres Eymard (2003), I'oxydation des lipides peut résulter de plusiemgies

réactionnelles en fonction du milieu et des aganitisteurs :

» L’auto-oxydation catalysée par la températurejdas métalliques, les radicaux libres;
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* La photo-oxydation, initiée par la lumiére en pré&sede photosensibilisateurs;

» L’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase

1.2.1 Auto-oxydation

L’oxydation des lipides est une réaction auto-ggit@he. Il s’agit d’'un enchainement de
réactions radicalaires se déroulant en trois étfjge8). Une premiere réaction produit un radical
libre par élimination d’un hydrogéne de l'acide gmitiation). Puis les réactions s’enchainent
pour produire plusieurs radicaux libreprdpagatior) qui se combinent pour former des

composés non radicalairgerminaison).

Propagation
A

I-/.-—_ -\I
4 H H N H H H H H H H & H
| 1 | Initiation | |_| +03 [ 1 | +RH _|_l=l_ )
c—t—t— [ — t——C— | — = i | — ? c=c R
'- L [ [
 RH R ROO - ROOH
acide gras msaturé radical libre radical peroxyde radical hydroxyperoxyde

zensible a 1'0n

Terminaison

R+R —— B—R
ROO'+R’ ROOE
2RO0C ROOR. + 0,

Figure 9: Oxydation d’un acide gras insaturé (Mollet Moll, 1998).

1.2.2 Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de pectida d’hydroperoxydes en présence
d'oxygene, d’énergie lumineuse et de photosensdigurs tels que les hémoprotéines ou la
riboflavine Hultin, 1992). Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent iggadumineuse et
passent a I'état triplet excité (SensBlltin, 1994). Les photosensibilisateurs interviennent dans
I'oxydation des lipides selon deux types de mécaessfrankel, 1998.

Les photosensibilisateurs de type |, telle quelaflavine, agissent comme les radicaux
libres initiateurs. Dans leur état triplet, ellesaahent un atome d’hydrogene ou un électron aux

molécules lipidiques pour former un radical capaldeéagir avec I'oxygene
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Sens’+ RH —— SensH +R

Selon le second mécanisme, les molécules phottbesisie type I, telles que la
chlorophylle et I'érythrosine, réagissent dans létat excité (Sens3) avec l'oxygene triplet

auquel elles transférent leur énergie pour donadiodygéne singulet'Q.).
Sens® +°0,—» 'O, + Sens

L’oxygene singulet ainsi formé est tres électropleil peut réagir directement sur un acide
gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxy@smRi.

0, + RH ROOH —

Par la suite interviennent les réactions radicagaien chaine de l'auto oxydation. Les

hydroperoxydes ainsi formés sont différents de detmés par autooxydatiofriankel, 1998.

1.2.3 L’oxydation enzymatique

Le phénomene d’oxydation des acides gras insapedsétre d’origine enzymatique. Les
deux enzymes principalement impliquées sont laxijgénase et la cyclooxygénagdultin,
1994). La lipoxygénase catalyse l'insertion d’'une malécd’oxygene sur un acide gras insaturé
selon une réaction stéréospécifique et aboutif@rtaation d’hydroperoxydes.

Elle agit spécifiquement sur les acides gras noériéés. Son activité est donc souvent
couplée avec celle des lipases et phospholipasesl@Fr La cyclooxygénase est une
lipoxygénase qui incorpore deux molécules d’oxygamaiveau d’'un acide gras pour former des
hydroperoxydes spécifiqueSymard, 2003)

L’oxydation enzymatique se produit méme a bassepéeature. Durant le stockage a
I'état congelé, l'activité enzymatique est trésblai Cependant, une fois la décongélation
amorcée et des températures de 0°C a 4°C atteihtzsnblerait que cette activité reprenne et
s’accentueKrankel, 1998.
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Lipoxrgénase
Oz

~a

Acides gras insaturés libres — " Hydroperoxydes —— Hydroxy acide gras

Lip ases/ Pho Spho]ip ASES I\iét aux de tramns itiOIl
Phospholipides Radicaux libres
Triglycerides l

AUTO-OXYDATION

Figure 10 : Mécanisme d'initiation de la peroxydaseles lipides par I'activité

lipoxygénasique (German et Kinsilla, 1985).

1.3. Les antioxygenes

Un antioxydant est défini comme étant toute sulzstgsrésente en faible concentration
relative a un substrat oxydable et qui diminue oévient I'oxydation de ce substréfavier,
2003).Cette définition s’applique a un grand nombre destances :

1.3.1 Les antioxydants naturels

lIs sont de plus en plus préférés aux produitsyd¢hese. De nhombreuses études portent
sur la recherche de molécules naturelles ayanpdgsiétés antioxydantes. Ainsi les sources
d’antioxydants naturels sont nombreuses et varié@sophérols, caroténoides, acide ascorbique,
extraits de plantes, huiles essentielles, extdatsuits, de légumes, de thé, etc.

(Dorman et al., 2004 Tepeet al, 2005 Kumaran et Karunakaran, 2006).

Des recherches intensives sur plusieurs plantegt@nentreprises, plusieurs composés
actif sont été isolés et évalués comme étant desxgdants. Dans la majorité des cas le composé
actif est un phénolQuvelier et al, 1992 Chen et al.,1997 ; flavonoide Pietta, 2000 et
anthocyanidineWang et al, 1999.

Chez les plantes, les substances naturelles seetrbaous forme de mélange complexe,
qui assure la protection de la plante contre ksstoxydatif di aux effets synergiques ou additifs
(Moure et al., 2001).L'utilisation des extraits de plantes ou de fracs enrichies est devenue

aujourd’hui une fagon trés attractive pour présele® aliments.
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1.3.2 Les antioxydants de synthese

Les antioxydants synthétiques, sont largementsaslidans les aliments comme additifs en
raison de : leur efficacité, leur faible codt aetrldisponibilité, dans le but de prévenir la raitéid
Plusieurs antioxydants synthétiques comme le BHTI¢1BHA (2), le TBHQ (3) et PG (4), sont
utilisés dans les cosmeétiques et les huiles vexgetllig.11YGuo etal, 2006).Malgré leur forte
activité antioxydante, I'exces de ces antioxydagtghétiques peut étre toxique. lls sont souvent
responsable d’effets carcinogénes et peut mémeengggsun danger sur la santé humaine
(Williams, 1994).

OH uH UK oH
|CH 4}4€ l‘a C{CH ), { C(CH 3} J,\ C(CH 4); io oH
CH3 OCH 3 Ok COOC 3Hy
1,8-gi-fe -Butyl-p-hyd roxytolusne ZlertButykp-methoxyanisole e Butylhydroguinone Propyl gallate
(BHT) (1) (BHA] {2) (TBHQ) (3] PG} (4)

Figure 11: Structures chimiques de quatre antioxydats synthétiques

1.4. Mécanisme d’action des antioxydants

Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydpetsent étre classés en trois types :

* Les antioxydants de type |
L’action des antioxydants de type | repose sur teypracité a inactiver les radicaux libres.
lIs inhibent la propagation des réactions radicataen fournissant des hydrogenes aux radicaux
libres présent@Belaiche, 1979)

* Les antioxydants de type Il
Ce type dantioxydant prévient la formatiomesdradicaux libres et peut intervenir
par différents mécanismes. Les flavonoides (unmea@otentiel antioxydant naturel) rentrent
dans cette catégorie d’antioxydants. Ils agissergiégeant les radicaux libres et en complexant

les métaux pro-oxydan{Roeding-Penman et Gordon, 1998)
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* Les antioxydants de type Il
lIs regroupent les facteurs de I'environnementaniiune action antioxydante en agissant
sur le potentiel redox du milieu, la températuagpiession en oxygene, la lumiére.
L'efficacité des antioxydants peut étre augmentés [putilisation d’'un mélange
d’antioxydants de type | et Il. L’association des @eux types d’antioxydants permet d’inhiber
les phases d'initiation et de propagation de I'ati@h des lipideg¢Frankel, 1998)

1.5. Méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant

Dans la littérature, plusieurs méthodes et tectesgont été testées pour suivre I'état
d’oxydation des lipides et ainsi évaluer l'activétgtioxydantg€Shervin 1968; Ragnarssoret al,
1977; Namiki, 1990; Frankel, 1996).

Les méthodes les plus couramment utilisées solesogé la réduction du 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH?e), de l'inhibition de la petrgdation de I'acide linoléique, de la chélation
des métaux et de blanchissemenpdiaroténe dans I'acide linoléique.

La mesure de l'inhibition de la peroxydation d'aclisholéique est une méthode efficace
pour I'évaluation de l'activité antioxydante desldaiessentielles. Cette activité est déterminée
par le pourcentage d'inhibition de la peroxydati@atide linoléiqueHussainet al. 2008.

La méthode de chélation des métaux est employée g&ierminer la puissance de
réduction des huiles essentielles. Ces derniergmant le complexe de Eéerricyanide [FeG
/K3 Fe (CN}] & la forme (F&) ferreuse Qyaizu, 1986. Par conséquent, selon la puissance de
réduction des substances testées, la couleur grifeesolution d'essai change en vert ou en bleu
(Nikhat et al, 2009.

L’efficacité d’'un antioxydant présent dans I'alinigreut étre testée par la mesure de son
pouvoir a piéger les radicaux libres. On rencodtas la littérature, au moins une variante du
test de piégeage pour chaque espece réactive xd@dioe (ERO) ainsi que les autres radicaux
stables utilisés tels que BPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylABTS : 2,2-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) eDBPD : N, N, -dimethyl-p phenylenediamine.

Afin de choisir la bonne méthode, il faut savoiraqiee 'on va mesurer et évaluer. Le
blanchiment dip-caroténe dans I'acide linoléique et de la rédoati®e DPPHesont des méthodes

efficaces, simples, reproductibles et rapides goatuer les propriétés antioxydantes des huiles
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essentiellegHussain, 2009).Le (DPPHe) est un radical organique stable, &letr centré sur
'azote. Le maximum de son absorption se situe ¥&Bnm dans le méthanol et I'éthanol

Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont dagate réduire DPPHe, ce qui
conduit au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H)aal radical Re.

2 Activité antimicrobienne

Les effets antimicrobiens de différentes especherlles et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la duréevié des aliments. Ainsi, les huiles
essentielles, actuellement employés comme arénieerdhires sont également connus pour
posséder des activités antimicrobiennes et poutraienc servir d’agents de conservation
alimentaires, et ce d'autant plus qu’ils sont ptarplupart classés “généralement reconnus
comme sains” (Generally Recognized As Safe GRAS), approuvés comme additifs
alimentaires par la Food and Drug Administratiols m’'ont, par conséquent, pas besoin
d’autorisation d’emploi dans les aliments ; cependdes études préalables sont nécessaires afin
de mieux cerner leur activité antimicrobienne. €etttivité antimicrobienne est principalement
fonction de leur composition chimique, et en patiér de la nature de leurs composés volatils

majeury(Sipailieneet al, 2006).

2.1.Les propriétés antimicrobiennes des HE

Les HE et les extraits de plantes sont souventni&lsnges complexes de différents
composés dont certains, sinon tous, sont dotésaeigtés antimicrobiennes. Certaines études,
comme celles d@aster etal. (1990)et Canillac et Mourey (1996) confirment les propriétés
antimicrobienne de certaines HE.

Le pouvoir antimicrobien des substances nature¢souvent réduite a l'activité de ses
composés majoritaires, ou ceux susceptibles dadtiés. Evalués séparément sous la forme de
composeés synthétiques, ils confirment ou infirmeativité de I'huile essentielle de composition
semblable. Il est cependant probable que les caodsposinoritaires agissent de maniere
synergiquegKoroch et al, 2007) De cette maniéere, la valeur d’'une huile essdatient a son
«totum », c’est a dire dans l'intégralité de semposants et non seulement a ses composés
majoritairesLahlou, 2004)
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Les molécules réputées actives sont des terpenadetes hydrocarbures saturés et les
acétates ioniques sont inactifs, par la nature naereur faible capacité de liaisons hydrogéne et
de leur faible solubilité(Griffin et al., 1999) L’effet des terpénoides sur desmembranes
bactériennes isolées suggéere que leur activité fasttion des propriétés lipophiles des
constituants terpéniques, la nature des groupesidmmels, leur solubilité en phase aqueuse et la
stéréochimie de la moléculPorman et Deans, 2000)

Les composés chimiques de plus grande efficaciépis large spectre sont des phénols
(thymol, carvacrol et eugénol) des alcoolstdrpineol, terpinen-4-ol, linalol), des aldéhydess
cétones et plus rarement des terpenes hydrocarfidagsan et Deans,2000 ; Cosentino,1999
Valero et Salmeron, 2003jFig.12).

» Les alcoolssont plus généralement connus pour leur activildéue bactériostatique
sur les cellules végétatives. lls agissent en démat les protéines, comme solvants ou
comme agents de déshydratatiborman et Deans, 2000).

» Les aldéhydessont de puissants antimicrobiens. Un groupe aldgbgdconjugué a une
double liaison est fortement électronégatif. Lesposés électronégatifs peuvent induire
des réactions de transfert d’électrons et réagic ales composés nitrés vitaux pour la
bactérie : protéines et acides nucléig(2erman et Deans, 200Q Franchome etal.,
1990.

» Les phénolssont responsables de dégats irréversibles au nideda membrane. Le
thymol et I'eugénol sont responsables de I'activ@ggicide (Bennis etal., 2004) et
bactéricides des huiles essentielles qui en camdigr(Lambert et Skandamis, 2001
;Walsh et Maillard, 2003 ; Cox et Mann, 2000) Plus les teneurs en phénols sont
élevées, plus les huiles essentielles sont efficgCesentino, 1999 Cependant, les
phénols ne sont pas seuls responsables de [l'ilitégde I'activité ; la totalité de la
composition chimique doit étre prise en com@egentino, 1993 Certaines études ont
montré que l'activité (antimicrobienne, antiviral@secticide et larvicide) des huiles
essentielles est supérieure a celle des compogéstaiees testés séparémehahlou,
2004)
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Figure 12: Principaux composés des HE impliqués daries activités antimicrobiennes
(Burt, 2004)

2.2.Mécanismes d’action des HE

Bien que les propriétés antimicrobiennes des hadsentielles et de leurs composants ont
eté largement étudiées dans le passé, le moddodiades huiles essentielles sur les cellules
bactériennes n’est pas clairement éluci@rt, 2004). Compte-tenu de la diversité des
molécules présentes dans les huiles, I'activitdbaatérienne semble résulter d’'une combinaison
de plusieurs modes d’action, impliquant différerntides.

De facon générale, il a été observé une diversaétidns toxiques des HE sur les
bactéries comme : I'altération de la paroi celidgHelander et al., 1999,la dégradation de la
membrane cytoplasmiqu®g@sterhaven etal., 1995 ; Knobloch etal., 1989, Ultee efal,
2002, l'altération des protéines membranairdsven etal., 1994 ;Ulteeet al, 1999, la fuite du
contenu cellulaire @osterhaven etal., 1995 ; Helander etal.,, 1998 ; Cox etal., 2000 ;
Lambert et al., 2009, la coagulation du cytoplasmé&ijstafson etal., 1998)et I'épuisement de
la force de mouvement des protobkt¢e etal., 1999, Ultee et Smid, 2001

La principale caractéristique des huiles esseasigdinsi que celle de leurs constituants

réside dans leur caractere hydrophobe. Ce deraiarife leur insertion dans les couches
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lipidiques de la membrane cellulaire bactériennedet mitochondries, perturbant ainsi les
structures et les rendant plus perméal@skéma etl., 1999. Ces modifications entrainent une
fuite d’'ions et de composeés intracellulairéitée etl., 2003. Si la perte de matériel est trop
importante ou si les éléments cytoplasmiques re&xgsont indispensables a la survie de la
bactérie, cela entraine la mort cellulaire.

Les mécanismes d’actions de certaines moléculdsaatériennes ont été décrits dans la
littérature. Le carvacrol et le thymol semblentatalps d’augmenter la perméabilité membranaire
(Lambert etal., 200). En détruisant la membrane externe des bact&@ram négatives, ils
augmenteraient la perméabilité de la membrane jdagnaux métabolites cellulairelddlander
etal., 1999.

Chez les bactéries exposées au carvacrol, une wiorinde I'’ATP intracellulaire induite
par une fuite des protons et du potentiel membrarsint observédJitee etal., 2003. En plus
de limiter la croissance, le carvacrol est ausgabke d’'inhiber la production de toxines chz
cereug(Ultee et Smid, 200}

L’'action du thymol semble étre comparée a celle cdwvacrol Ultee e@l., 2003.
Lorsqu’il pénetre dans la membrane plasmique,nitde altérer sa perméabilité et entrainer une
perte du matériel intracellulaire. De plus, aprésiratraversé la membrane, il peut interagir avec
des sites intracellulaireRésooli eal., 2009.

L’eugénol, principal composant de I'huile essdrgide clou de girofle, semble avoir une
action similaire a celle du carvacrol. Il provocaierune dégradation de la paroi cellulaire
entrainant une inhibition de I'activité des ATP #étases membranaireSil| et Holley, 2004.
ChezB. cereusune inhibition de la production d’amylases ejpdetéases est observée avec une

concentration sub-létale d’eugén@hproski et al., 1999.

2.3.Facteurs influencant I'activité antimicrobienn e des HE

Plusieurs paramétres influencent la déterminatetiattivité antimicrobienne des HE ou
de leurs composants actifs, tels que la méthodealliétion d’activité antimicrobienne, I'effet de
la matrice biologique, le type et la structure roaléire des composants actifs et le type des

microorganismes ciblés.
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2.3.1 Type de méthode utilisée

L’absence d’'une méthode normalisée pour testeratgwités biologiques des huiles
essentielles pose un sérieux probleme pour leslobers de différents domaines (microbiologie,
biochimie, pharmacologie...). L'insolubilité des haslessentielles dans les milieux de cultures
utilisés en microbiologie, explique la diversitésdechniques employées. D’autres facteurs, tels
gue le volume de I'extrait ou I'huile placée surdisque d’aromatogramme, I'épaisseur de la
couche d'agar, la présence ou non d’agents énamitsfila nature et le type de milieux de culture,
les phases de croissances, le volume d’inoculumahirée d’'incubation etc., peuvent induire des
biais lors de la comparaison des résultats obt@ws, 2004 ; Lahlou, 2004).

2.3.2 L’effet de la matrice biologique

Les propriétés antimicrobiennes des HE differenfiometion de la matrice a laquelle elles
sont ajoutées, ou résulte du contact avec les mmatégules comme les lipides ou les protéines
qui protégent les bactéries de I'action des(f&ssouet al, 1995) Ainsi les HE diluées dans la
phase lipidique des aliments seront moins efficas@s les bactéries de la phase aqueuse
(Mejlholm et Dalgaard, 2002).

D’une maniere générale, les concentrations dessieksentielles et leurs composes
bioactifs employés dans les aliments sont pluséée\gue celles obtenues lors des tesitro
sur des milieux de cultures. Le rapport enregise a environ deux fois dans le lait demi-
ecreme, 10 fois dans les saucisses de foie de pfojs dans la soupe et de 25a 100 fois dans le
fromage a pate moll@urt, 2004). Cela est probablement di aux éventuelles interecigmtre

les composés phénoliques et la matrice alimenfaeatzas et al, 2001).

2.3.3 Composition chimique des HE

L’activité biologique d’'une huile essentielle estnzettre en relation direct avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels @eraposés majoritairdbahlou, 2004)et les
effets synergiques entre les composants. Ainsiatara des structures chimiques des isoprénes
(monoterpéenes, sesquiterpenes, alcools, phénodtgydebcarbures) qui la constituent et leurs
proportions jouent un role détermingRibiri, 2006 ; Koroch et al, 2007).
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2.3.4 Type de microorganismes ciblés

Un autre parametre important déterminant I'actiétgéimicrobienne des HE est le type
des microorganismes testés. En général, les ditraicroorganismes n’ont pas une sensibilité
similaire vis-a-vis des huiles essentielles. Lesanghignons montrent généralement une
sensibilité supérieure par rapport aux bactériegaemi les bactéries, les Gram — apparaissent
plus résistantes que les Gran{Gox et al., 2000; De Billerbecket al., 2002 ; Souzaet al.,
2006).

2.4.Principales méthodes d’évaluation de l'activi  té antimicrobienne
des HE

La technique de détermination de l'activité antimiienne des HE a une grande
influence sur les résultats. Les difficultés praéig viennent de l'insolubilité des constituants de
ces huiles dans I'eau, de leur volatilité, de leassité de les tester a de faibles concentrations e
des problémes de standardisation des méthbtidm et al., 1998).

2.4.1 Techniques par contact direct ( diffusion en milieu gélosé)

L’aromatogramme est une variante particuliere deliftusion en milieu gélosé. Elle
consiste a déposer des disques de papier filtrecgngs d'HE, sur la surface d’un milieu gélosé
préalablement ensemencé en surface a I'aide duspeasion microbienne. Apres incubation, la
lecture des résultats se fait par la mesure duetiana’inhibition en mm. Les disques devraient
étre disposés de sorte que les zones d'inhibitiotoua des disques antimicrobiens ne se
chevauchent pas pour faciliter ainsi leur mesuréndgalement cela peut étre obtenu si les
disques sont distants d’au moins 24 mm de centoerdre, bien que cela dépende de la
concentration du disque en agent antimicrobieredactapacité de ce dernier a se diffuser dans
la gélosgEl Kalamouni, 2010).

Une variante de cette technique consiste en I'ageémant de cavité (puits) a 'emporte-
piece, dans la gélose coulée et solidifiée en bBfteuite, cette cavité sera remplie d’'un volume
donné d’HE qui va diffuser dans la gélose. Aprésifration, une lecture des résultats est effectué
par a la mesure du diametre d’inhibiti@agamboula etal., 2004).
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2.4.2 Microatmosphére

Dérivé de la méthode précédente, la différencaleésiincipalement dans la position du
disque imprégné. Dans cette technique, le disqpecigmé est déposé au centre du couvercle de
la boite de Pétri, renversée pendant la duréeededrience. Il se produit alors une évaporation
des substances volatiles dans la boite et lesleglkensibles de I'inoculum sont inhibées. La
lecture du test porte donc sur la croissance owedinoculum(Hulin et al., 1998)

L’inconvénient de cette méthode c’est quelle nentr® que I'activité des constituants

volatils & température d’incubation, et non de I'elle-méme.

2.4.3 Bioautographie sur CCM

Le principe de cette technique consiste a sépagrdiles essentielles en fractions et a
évaluer leur bio activité d’'une maniéere simultasée une plaque de CCM recouverte de gélose
ensemencée avec une suspension bactérienne ougdenghpres incubation, des zones
d'inhibitions apparaissent dans des endroits oadegosés bioactifs sont en contact direct avec
'agar (Choma et Grzelak, 2011).

2.4.4 Technique de dilution en gélose ou en bouillo n

L’objectif principal des méthodes de dilution erultlon et en gélose est de déterminer la
plus faible concentration en antimicrobien testin@entration minimale inhibitrice) qui inhibe la
croissance de la souche teqiiéeng et Buchbauer, 2012).

Fréequemment, la CMI n’est pas totalement bacté&i@t une partie de I'inoculum est
capable de se développer aprés disparition du ceénpdibiteur. Ceci a amené a définir un autre
paramétre : la « Concentration Minimale BactériccdéCMB), parfois appelée aussi« létale »
(CML). Elle correspond a la concentration en agehibiteur nécessaire pour que l'activité
bactéricide soit totale sur un inoculum donné apresemps bien déterminé. Elle est estimée en
milieu liquide par I'évaluation des survivants apélimination du composé inhibiteur.

La majorité des chercheurs ont utilisés les méthatke diffusion sur disque, dilution
d'agar et dilution de bouillon pour étudier I'adiv antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales, épices et huiles essentigliast, 2004). Ces méthodes sont relativement rapides,
peu colteuses et n'exigent pas I'équipement deal@ir@ sophistiqué ; cependant, elles ne sont

pas sans inconvénier{i#/ilkinson, 2006).
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3 Activité anti-inflammatoire

Deux systémes enzymatiques clés dans l'inflammagmrsontles 5-lipoxygénaseg5-
LO) qui contrdlent la formation des leucotrienegdmteurs de l'inflammation de l'allergie et
les cyclooxygénasesxistent sous deux isoformes : CO COX. La COX est exprimée de
maniere constitutive et la CQXest exprimée de maniére inductible. La voie des
cyclooxygénases contréle la formation des prostagees, meédiateurs de la réponse

inflammatoire.

3.1.La 5-lipoxygénase

La 5-lipoxygénase et la cyclooxygénase sont degrees qui font partie de la cascade de
'acide arachidonique. Ces enzymes controlent fanédion des prostanoides biologiquement
actifs.La 5-LO est une protéine a fer, elle pedw &calisée soit dans le cytoplasiiireters-
Golden et Brock, 2000) soit dans le noyafdones et coll., 2002)selon le type de cellule.

Elle est toujours transloquée vers I'enveloppe éaick suite & son activation dans la
cellule (Peters-Golden et Brock, 2000}jFig.13). Sur ce site, la 5-LO rencontre deux pnas,
la phospholipase Aet une protéine appelée la « 5-LO-activating@nat » (FLAP) qui facilite
I'insertion de I'AA dans le site actifWerz et coll., 2000) la biosynthése des produits de la 5-
LO commence sur ce plan et pour une activité cotmpkile requiert des cofacteurs tels que le

calcium et I'ATP.
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Figure 13: Localisation de la 5-LO a l'intérieur dela cellule (Peters-Golden et Brock, 2000).
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3.2. Les inhibiteurs de la 5-LO

Des études sur les inhibiteurs de la 5-LO ont égnaas classes d’inhibiteurs pouvant se
distinguer en termes de sélectivité d’enzyme ettefaction ou non avec I'atome de fer (en
fonction de leur mécanisme d’action) :

» le mécanisme scavenger antioxydant et / ou deaaxliibres ;
» le mécanisme qui chélate le fer de I'enzyme ;

» le mécanisme par mimétisme du substrat.

a) Les inhibiteurs redox
Cette classe dinhibiteurs englobe un large panel @bmposés qui agissent
ponctuellement par réduction lors du mécanismeadelLO : ils réduisent 'atome de fer actif
(F€) directement, ou bien lintermédiaire radicalaijei va ensuite désactiver I'enzyme.
compte-tenu de la nature du substrat naturel, daphile joue un rble prédominant et les
molécules sont généralement des aromatiques mongolyaycliques (Fig.14).Les potentiels

oxydoréducteurs sont généralement bas.
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Figure 14: Exemple d’'inhibiteur redox (Dupont et cdl., 2001).

b) Les inhibiteurs chélateurs de fer

Les inhibiteurs chélateurs de fer sont une appraaernative pour linhibition de
'enzyme 5LO. En 1984, Corey et ses collaboratéunsnt les premiers a évoquer que la seule
présence d’'un groupement acide hydroxamique, cponuétre un puissant chélateur de fer non
hemique et de zinc des metalloproteinases matesi€li et Xu, 2004), sur des molécules
simples suffit pour obtenir des inhibiteurs potelstide la 5-LO. Des lors, cette fonctionnalité fut

utilisée pour explorer le mode de liaison des ladgabidentates a la 5-LO.
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L’optimisation du pouvoir inhibiteur des acides hytamiques a fourni des composés
dont l'inhibitionin vitro est de I'ordre du nanomolaire (Fig. 15).

Nom Structure Activité
- o om
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Figure 15Inhibiteur chélateur de fer optimisé(Summers et cd] 1987).

c) Les inhibiteurs non-redox
Le raisonnement logique suivi pour la conceptioncds inhibiteurs s’est basé sur la

connaissance du mécanisme intrinseque de la 5-LOnmgplique une déprotonation (présence
d’'un acide aminé basique) et une oxydation (préseeder).

Les premiéres approches ont conduit a des séribgdmixyalkylimidazole et de
sulfonamidothiazole qui comprenaient un groupe potiétre déprotoné et un groupe pouvant
interagir avec I'atome de fer.

Ces composeés, bien quactifsvitro, ils perdent totalement leur activité vivo. Alors,
'idée de fusionner les deux structures fut émisefue positive car les composés de type
methoxyalkylthiazole (Fig.16), dont l'activité cespondait avec celle espérée sont apparus

(Brooks et Summers, 1996).
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Figure 16: Methoxyethylthiazole et son évolution(Books et Summers, 1996).

3.3. Activité anti-inflammatoire des extraits végét  aux

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dameégne végeétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. @estde ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont pré&simagir en bloquant les voies de la
cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que patrd's mécanismes.

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoitigdoient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, ljpahibition d'importantes enzymes de
régulation. En effet, certains flavonoides sontpdéssants inhibiteurs de la production des
prostaglandines, des molécules pro inflammatones dctives. Cet effet serait dU a la réduction
du meétabolisme de Il'acide arachidonique par liittobh de la lipooxygénase, de la
cyclooxygénase et de la phospholipasg(Manthey etal., 2000).Certaines kinases (protéine
kinase C et tyrosine kinases) impliquées dansgange inflammatoire sont aussi affectées par
les flavonoides (Middleton etal.,2000). Les flavonoides trouvés lors des criblages
photochimiques peuvent expliquer cet effet anfeimimatoire Luigiaet al., 2007. En effet,
'application topique de la quercetine et la mytiice exerce une forte inhibition sur la

cyclooxygénase et la lipooxygéendgem etal., 1998).
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Amezouar etal., 2013ont enregistré un pouvoir anti-inflammatoinevivo de I'extrait
deErica arboreacomparable a celui du diclofénac.

Albano et al., 2012 ont signalé une inhibition de la 5-lipoxygénase les HE de huit
especes de la famille de lamiacées donganum vulgare Bourkhiss et al., 2010 ont aussi
utilisé cette méthode enzymatique pour étudigffdt anti-inflammatoirein vitro de 'HE de

Tetraclinis articulata
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Matériel et méthodes

1 Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de trois espéeekn famille des lamiacées a savoir :
Teucrium poliumsubspcapitatum; Origanum floribundunet Calamintha nepetat une espece

de la famille des Apiacead&/isnaga daucoides

Tableau 5: Les Espéces étudiées avec leurs proveoes.

Especes Famille Nombred’échantillons Provenance

Boussaada
Teucrium poliumsubsp capitatum Trois Kadiria

Tablat

Lamiacées Lakhdaria

Origanum floribundum Trois Maala (Bouira)

Kadiria (échantillons

irradiées)
Calamintha nepeta Deux El Affroun

Hammam Melouane
Visnaga daucoides Apiacées Un Boufarik

L’authentification de la plante et de I'espéce étdt réalisées au département de botanique
de 'ENSA par comparaison avec les spécimens @edibr et la confirmation des professeurs du

département.

2 Extraction de 'HE

L’extraction de I'HE a été effectuée au niveau dhoratoire de chimie de 'ENSA par
une hydrodistillation a I'aide d’'un appareil de ¢y@levenger modifié. L'ensemble du montage
est fixé a des supports sauf le chauffe-ballore dtdllon qui sont munis d’'un support élévateur

pour faciliter & la fois, leurs chargements et @égégements
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2.1.Protocole d’extraction

Aprés avoir pesé 100 g de matiére végétale, caastitles parties aériennes (feuilles et
sommités fleuries) des especes étudiées, nousdas atroduit dans un ballon de 2 litres rempli
d’eau aux 2/3 de son volume. Le ballon chauffé@@lé# d’'un chauffe ballon produit de la vapeur
chargée de produits volatils. Cette vapeur se asalau contact du réfrigérant. Le condensat est
recueilli dans un erlenmeyer a col rodé (a défautrduver une ampoule a décanter adaptable a
notre dispositif) puis dans une ampoule a décanidion sépare la phase aqueuse de la phase
organique (phase supérieure) qui constitue I'HE spria séchée avec du sulfate de sodium
anhydre (NaSQu) afin d’éliminer toutes traces d'eau. L'HE sécheteséparée du sulfate de
sodium par filtration sur de la laine de verre ehservée a une température de 4°C dans un

flacon en verre brun fermé hermétiguement en vusodeanalyse.

2.2.Rendement d’'extraction

Le rendement en HE est défini comme étant le raggopourcentage entre le volume de
I'huile essentielle récupérée (ml) et la masseadméatiere végétale séche (g). Le rendement en

HE est donné par la relation suivante :

Ra:% = (Vue / Mvs)*100

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

Mvs : Masse de la matiére végétale séche (g).
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3 Analyse qualitative et semi-quantitative des huil es
essentielles par CPG et CG-SM

3.1.Analyse des huiles essentielles par chromatogr  aphie en phase
gazeuse (GC)

Cette analyse a été effectuée a l'aide d’'un uramgiipde type CP. Chrompack 9002 en
utilisant deux types de colonnes capillaires sédsnconditions opératoires suivantes : Colonne
capillaire : Stabilwax de phase stationnaire pdiyletneglycol (PEG) d’'une longueur de 30 m et
diametre interne : 0,32 mm (Pour les HE de gerné&)det une Colonne capillaire : HP 5MS de
phase stationnaire (5% Phenyl methyl siloxanepdgueur : 30 m ; et de diameétre interne : 0.25
mm ; épaisseur du film de la phase Oj@2b (Pour les autres échantillons). Températures de
l'injecteur et du détecteur (FID), 250 et 320°Gprectivement. Programmation de la température
: 60°C pendant 8 min puis augmentation de la teatpér a raison de 2 °C/min jusqu’a 280 °C ;
maintenue en isotherme pendant 15 min. Gaz vect@mote. Débit du gaz vecteur : 1 ml/min.
Volume injecté : 0,2 dans le mode d’injection split avec un rapportdasion de 1/20.

Les concentrations relatives des constituants diésshsont obtenues a partir des aires des
pics obtenus par GC-FID.

3.2.Analyse qualitative des HE par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)

Cette analyse a été effectuée sur un appareilpeHyP6890 NKIP Agilent technologigs
couplé a un spectroméetre de masse 3973HR Agilent technologigs selon les conditions
opératoires suivantes : Colonne capillaire: HP58% Phenyl methyl siloxane) ; longueuB0
metres ; diametre internd®,25 mm ; épaisseur du film de la pha®e25 um ; température
d’injection : 250 °c ; gaz vecteur: hélium ; dédhit gaz vecteur: 5 ml/ min ; volume injecté: Q|2
dans le mode split avec un rapport de division/@8.1La programmation de température du four
est identique a celle décrite ci-dessus dans kosecanalyse par CPG. Le potentiel d’'ionisation

est de 70 eV. Le mode de détection est Scan dayssriene 30-550 unités de masse atomique.
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3.3.ldentification des constituants des huiles essentie lles

L’identification des constituants des huilesentielles est basée sur la comparaison
indices de rétentiodR) déterminés par rapport & une sérien-alcanes injectés dans les mér
conditions que les huiles essentielles par rappa¢ux de certains composeés purs dispon
dans le laboratoire (étalongt) ainsi qu’'a ceux disponibles dans la littératiBabushock etal.,
201)). En paralléle nous avons comparé les spectresadse des pics a ceux stockés dan
banques de données informatiques (Wiley 7N et N2805) reliées a I'appareil C-MS et par

comparaison aussi des spectres a ceux de la bdghlog Adams, 200). Les indices de

rétention IR sont calculés selon la formule suig :

TR, — TR,

IR =100z + 100n.——° "%
S I

Avec:

- TRc: Temps de rétention du composé ét(mn);

- TRz: Temps de rétention de I'ane az atomes de carbone qui précéde le composé ¢
(mn);

- TRz+n: Temps de rétention de l'alcanz+n atomes de carbone qui suit le comp(mn);

- n :Différence des nombres d'atomes de carbone @eestralement égal a

4 Elaboration des extr aits non volatils

Dans cette partjaine extraction soli-liquide par Soxhlet a été reali.

4.1.Protocole d’extraction

Apres broyage du matériel végeétal, 20g de poudtet® placées dans une cartouch
soumises a une extraction avec 100 ml d’éthai99%. L’extraction est répétée jusqu’a ce qu
solvant récupéré devienne incolc Apres 6 heures d’extraction, le solvant riche ebpstance:
extraites, a été récupédans un ballon et passé au rotavapor afin d’évagdersolvan puis
liophilisé. L'extrait ainsi récupéré a ¢ placé dans un dessiccateur, pesé et consen-6°C

jusqu’a son utilisation.
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4.2.Rendement d’extraction

Le rendement en extrait élaboré est considéré coétard, le rapport en pourcentage
entre la masse (g) de ce dernier et la masse atlare végétale séche (g). Le taux d’extraction

est calculé comme suit :

Le taux de matiére extraite (%)|= [(P1-Po)/E] x 100

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

E : poids de I'échantillon (poudre) (g).
5 Analyses phytochimiques des extraitsnon volatils

5.1. Dosage des phénolstotaux

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

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

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de amufjaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique #MV;,040) et d'acide phosphomolybdique s@#M012040). Il est
réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un ngdad'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. La coloration produite, dont I'absomptiwaximum a 765 nm, est proportionnelle a la
guantité de polyphénols présents dans les extrégétaux. Le phénol standard utilisé dans cette

méthode est I'acide gallique dont la formule chumigst la suivante :

HO
0O
HO
OH

HO

Figure 17: Structure de I'Acide gallique (Acide 3,45-trihydroxybenzoique).
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5.1.2 Mode opératoire

Un volume de 0,25ml d’extrait dissout dans de Béibl est mélangé a 1,25 ml de réactif
de Folin-ciocalteu. Aprés 3 minutes de temps @etién du mélange, 1ml de la solution de
carbonate de sodium (M2Os;) a une concentration de 75g/l est ajouté. ApresnBlutes
d’'incubation a I'abri de la lumiere et a températambiante, I'absorbance est lue a 765 nm.
L’expérience est répétée trois fois pour chaqueeotnation d’extrait.

La concentration en composés phénoliques totauxdé&srminée en se référant a la
courbe d’étalonnage de l'acide gallique et seraimge en ug équivalent d’acide gallique par

mg d’extrait.

5.2 Dosage des flavonoides :

La méthode au trichlorure d'aluminium (A¥CImodifiée (Lamaison et Carnet, 1990;
Huang etal., 2004)a été employée pour la détermination de la teratatet en flavonoides des

extraits étudiés.

5.2.1 Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe avezxs Iflavonoides dont on dose
'absorbance a 420 nm. Le flavonoide standardseétidians cette méthode est la quercétine dont la

formule chimique est la suivante :

Figure 18: Structure de la Quercétine

5.2.2 Mode opératoire

1ml d’extrait dissout dans de I'éthanol est ajoaté ml de la solution éthanolique de
chlorure d’aluminium. Aprés 1h d’incubation a temrgi@re ambiante, 'absorbance est mesurée a

420 nm. Cette expérience est répétée trois fois.
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La teneur en flavonoides est déterminée en seardfé la courbe d'étalonnage de la

quercétine et sera exprimée en g équivalent deépiree par mg d’extrait.

6 Evaluation de I'activité antioxydante des HE etd  es extraits

L’activité antioxydante a été évalugevitro par quatre méthodes de référence citées dans
la littérature : Il'activité d'inhibition du radicaDPPHou (2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) ;
I'activité de réduction du radical cation ABTSu (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acide) ; le pouvoir réducteur du feritpre en fer ferreux et le test des substances
réactives a l'acide thiobarbiturigue (TBARS). Chaales précédents tests a été comparé par

rapport aux antioxydants de synthéses.

6.1.Activité de piégeage du radical DPPH ° (2-2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl )

6.1.1 Principe

La capacité de céder des hydrogenes par les haskntielles, extraits ou par certains
composés purs, est mise en évidence par une méspmitrophotométrique en suivant la
disparition de la couleur violette d’'une solutideomlique (méthanol ou éthanol) contenant le

radical libre DPPHcomme l'illustre la figure suivante ou AH est umtiaxydant (Fig.19).

CHy CH,

Chiy THy

HyC MG ey

CHy
DFPH vedut (DXFFHH)

Radical DFFH (DFFH" )

Figure 19: Inhibition du radical DPPH par un antioxydant AH.

6.1.2 Mode opératoire

Le test du radical DPPH est réalisé en suivant éthode décrite paBurits et Bucar
(2000) et Hazzit et al. (2009) ou 25ul de chacune des dilutions des extraits testéde@ui

essentielles ou extraits non volatils) et des tésgositifs utilises (BHT, BHA) sont mélangés
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avec 97fl d'une solution éthanolique de DPPH (gl). Aprés une période d’incubation de 30
mn a I'abri de la lumiéere et de 'oxygene atmosphé, et a température ambiante, I'absorbance
est lue a 517 nm. Les expériences sont réalisées expériences indépendantes pour chaque

concentration et pour chaque échantillon.

L’activité antioxydantgA%) est calculée selon cette formule :

I (00) = [(Ablanc - fﬁﬂéch.) ‘Abla.nc] x 100

Avec :

e A panc: Représente l'absorbance du DPPBU temps zéro avant I'addition de
'échantillon (huile essentielle ou extrait non atill ou témoin) & une concentration
donnée ;

* A Absorbance de I'échantillon testé (échantillon RFHM) aprés 30min.

6.1.3 Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des
radicaux (IC sg)

Elle est définie comme étant la quantité ou la eatration d’antioxydants (HE, extraits
ou toute autre substance antioxydante) nécessaure iphiber ou faire disparaitre 50% des
radicaux. Elle est obtenue a partir de I'équatienlal courbe de I'activité antioxydante (%) en

fonction de la concentration de I'antioxydant.
6.2 Mesure du pouvoir réducteur

6.2.1 Principe
Le pouvoir réducteur des huiles essentielles extdigs représente l'aptitude de ces
composés a réduire le fer ferrique en fer ferr€ette aptitude est évaluée par la méthode décrite
parQOyaizu (1986)
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6.2.2 Mode opératoire

L’estimation du pouvoir réducteur des échantillariadiés (HE, extraits, BHT, acide
ascorbique et Trolox) est obtenue selon le protwegpérimental illustré dans la figure 20.
L’augmentation de I'absorbance indiquera une augatiem du pouvoir réducteur. Le test a été

répété 3 fois pour chaque concentration de chachemnéllon étudié.

0.125 ml de 1a solntion éthanolique de ["échantillon

i

2.5 ml d'une solution tampon phosphate (0.2 M. pH : 6.6)

2.5 ml d’hexacvanoferrate de potassium [K3 Fe (CN)s] (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 distillee a la phase superieure

|

Addition de 0.5 ml de chlorure ferrique FeClz (0.1%)

Mesure de I’absorbance a 700 nm

Figure 20: Schéma du protocole expérimental de I'@uation du pouvoir réducteur.
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o+

6.3Inhibition du radical positif ABTS ou 2,2-Azino-bis (3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)

La méthode est basée sur I'évaluation du degr@ déduction du radical cationABTS
(vert) obtenu par oxydation avec du persulfateatagsium pendant 12-16 h a 4° C a I'abri de la

lumiere comme lillustre la figure 21.

0.5 S~-7§f\_.e303 -
2 P 5 N:< Il L
Y/H =N NS _+antioxidant _
= "'N.,C . o K50,
z

BETE® " thow =724 0

S )
o s, N T
U P=N NN
T —H /

S <A
GoHy

BETS (décolord)

Figure 21: Réaction du radical ABTS en présence d’'un antioxydant

L'inhibition du radical ABTS' est effectuée selon la méthode décrite Pacan et
Yanardag (2010) La solution préparée est 7.4 mM ABTS et 2.6 mivVspkate de potassium.
Cette solution est préparée en mélangeant les daatifs en quantités égales et en les laissant
réagir pendant 12 heures a température ambianébra de la lumiére. La solution sera ensuite
diluée en mélangeant 1 ml ABTS avec 60 ml de méthda maniére a obtenir une absorbance
au spectrophotomeétre de 1,1+0,02 unités a 734 mma.sdlution ABTS fraiche doit étre préparée
au moment de I'expérience. Un mélange de 1 ml ABT35ul de la dilution de I'’échantillon a
tester est laissé incuber pendant 7 min & tempérambiante avant de mesurer son absorbance
a 734 nm. L'expérience est répétée 3 fois et lelokro(acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique) qui est I'éqleve synthétique de la vitamine E a été utilisé
comme témoin positif.

L'activité d'inhibition du radical ABTS est calcwdéselon la formule suivante :
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A(%) = (1 - AyAg)x 100

Avec:

« Aq: Absorbance de I'ABTS (seul)
« A Absorbance de 'ABTS + échantillon & tester.

La concentration inhibitrice de 50% des radicauxTSRIGCsq) est calculée de la méme
maniere que celle effectuée pour le radical DPPH.

6.4 Inhibition de la peroxydation lipidique par le test des

substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TB ARS)

6.4.1 Principe

Dans ce test une molécule de malonaldéhiia)(réagit avec deux molécules d’acide
thiobarbiturique TBA) pour former un complexe de couleur rose a rodggrbant a 532 nm
(figure 22). 1l est a noter que l'expression souveamployée dans la littérature de
«malondialdéhyde (MDA) est incorrecte, puisqu’il s’agit d’un monoénolimoaldéhyde
(Berset et Cuvellier, 1995

Le MA se formerait uniguement a partir des acides goasportant au moins trois
doubles liaisons. De ce fait, le test au TBA nengrpas en compte les dérivés du linoléate ou de
'oléate Perrin, 1992). Mais, MA n’est pas le seul produit d’'oxydatioméagir avec le TBA : les
4-hydroxyalkénals, les 2-4-alkadiénals, les 2-adk®nforment également un chromogéne
(Hoyland et Taylor, 199). C’est la raison pour laguelle on préféere pader «substances
réactives au TBA» (SRTBA) ou TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances).

La réaction a lieu en milieu acide et a haute teatpée (95-100°C) pour accélérer la
vitesse et augmenter la sensibilittagzit, 2008.
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TBA MA
HS\__N<_-OH fll
H
2 1/ | + O\Cyc\c/o
X | |
H H
OH

+ 2H-0

OH H H OH

Figure 22: Réaction de I'acide thiobarbiturique (TBA) avec le malonaldéhyde (MA) pour

former un chromogeéne rose.

6.4.2 Mode opératoire

Ce test est réalisé selon la méthode décriteBpachabane etal. (2012)(fig.23) ou le
jaune d’ceuf est utilisé comme substrat riche eildigp Le test a été répété 3 fois pour chaque

concentration.
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0.5 mL de la solution homogéne de jaune d'oeuf & 10% (pA) dans KCI & 1.15% (pA)

0.1 mbL d' huile essentielle ou témaoin positif dans du métanol

l

0.4 mL d'eau distillée

1.5 mbL d'acide acétique 4 20% (pA)

1.5 mL d'acide thiobarbiturique (TBA) 4 0.8% (p#) dans Sodium dodecyl sulfate (SDS) 4 1.1% (phd
Agitation au vortex pendant 5 a 10 secondes
Chauffage dans un bain 4 95°C pendant B0 min
Refroidissement 4 ternpérature ambiante

Addition de 5 mL de 1-butanol, de cyclohexane ou de tétrachlorure de carbone

Agitation au vortex pendant 5 & 10 secondes

Centrifugation a 1500 tr/min pendant 10 min

J

Collection de la phase contenant le butanol (ou cyclohexane au CCLA)Y

l

Mesure de I'sbsorbance 4 532 nm

Figure 23: Schéma du protocole expérimental du te§iBARS).

La capacité d’inhibition de la peroxydation lipide) (A%) est calculée selon la méme
formule citée précédemment pour l'inhibition duicadl DPPH et ABTSe+avec :
Ao = absorbance du témoin négatif et Al= Absorbared@hantillon a une concentration
donnée.

Le meélange réactionnel relatif au témoin négatif @mnstitué de tous les réactifs a
'exception de I'échantillon tandis que celui dumt@n positif contient la substance choisie

comme référence de comparaison (BHT) a la pladdndie essentielle.
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7. Evaluation de I'activité antimicrobienne des HE

Cette partie consiste a mettre en évidence le poawvdimicrobien de nos échantillons

d’huiles essentielles et d’extraits par deux mégisadqualitative et quantitative.

7.1 Etude qualitative de I'effet antimicrobien

La technique que nous avons utilisée pour cetieétst I'aromatogramme ou la méthode
de diffusion en milieu gélosé en utilisant des desg stériles en cellulose. C’est la méthode
utilisée par certains auteui@eans et Ritchie, 1987 ; Smith-Palmer etl., 1998; Lis-Balchin et
Hart, 2000 ; Burt et Reinders, 2003 ; Kaboucheedl., 2005)

Le principe de la méthode a été tiré a partir dtage des ATB « Pharmacopée

Européenne, 2002 ».

7.1.1 Aromatogramme

* Principe
La méthode des aromatogrammes consiste a dépostsque stérile en cellulose de 6
mm de diametre imprégné de I'HE ou de solution reméthique d’extrait & 1/5(m/m), sur la
surface d’'une gélose préalablement coulée dan$aite de Pétri et ensemencée avec le micro-
organisme testé. Aprés incubation, la lecture desltats se fait par la mesure du diamétre (en
mm) de la zone claire indemne de colonies autourdihgue absorbant, appelée : zone
d’inhibition.
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Croissance microbienne
sur le milieu de culmre
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Disgque imprégné
d "huile essentdelle
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milieu de culmare
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Figure 24:lllustration de la méthode d’aromatogramne sur boite de pétri

7.1.2 Souches microbiennes testées

Toutes les souches microbiennes sont pures esisigula collection du CRD-SAIDAL.

Tableau 6: Liste et caractéristiques des souches enbbiennes testées

Souches N° ATCC|Gram | Famille Principales infections causés
-Gastre-entérite ;
Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae |-Infections urinaires ;
-L’'ostéomyélite et I'arthrite.
-Douleurs abdominale
Enterococcus faecium 6569 + Enterococcaceae
-Diarrhées aigués.
Bacillus subtili 9372 + Bacillacea -Gastre-entérites
-Crampes abdominal ;
Pseudomonas aeruginosa 9027 - Pseudomonadaceae
-Troubles digestifs.
-Diarrhées dysentériform
Escherichia coli 4157 - Enterobacteriacea¢
-Gastro-entérites.
-Vasodilatatiol ;
Klebsiella pneumoniae 4352 - Enterobacteriaceae'TrOUbI.es neurolgglques et
gastro-intestinaux ;
-Risque d'abcés pulmonaire.
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-Infections des voie
Bordetella bronchiseptica 4617 - Alcaligenaceae respiratoires superieures ;
-Bronchites, pneumonies.
-Lésions cutané ;
Candida albicans 24433 Cryptococcaceae | -Infections oesophagiennes ;
-Infections génitales.
Saccharomyce 2601 Saccharomycetacga&nuche non pathogéne.
cereviceae

7.1.3 Protocole expérimental

a) Préparation de I'inoculum

* Pour les bactéries
A partir d'une culture jeune de 18h, on réalise slespensions en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées et identiques, et les mettre dans 8'@&alu physiologique stérile, puis on agite au
vortex pendant quelques secondes.
Pour la lecture de la transmittance, on utilisesp@ctrophotométre reglé sur une longueur
d'onde de 620 nm. La transmittance doit étre e@R& et 32%, ce qui correspond a une

concentration de TG 16 germes/ml.

* Pour les levures
La préparation de l'inoculum pour les levures @striéme que celle pour les bactéries
sauf que, pour les levures, la culture doit étumgede 48h et que la transmittance doit étre entre

2% et 3%, ce qui correspond toujours & une coraioirde 10a 18 germes/m.

b) Examen de I'’échantillon

» Préparation des milieux de culture
La préparation des milieux de culture utiliséséarétlisée seloGuiraud, 2003
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v" Milieu Mueller-Hinton pour les bactéries
Le milieu de Mueller-Hinton est un milieu solideligé notamment pour la recherche de
la sensibilité des bactéries aux HE. Pour prépHrate ce milieu il faut : I'extrait de viande (29),
hydrolysat acide de caséine (17,5g), amidon (lebdg la gélose (109).
On mélange les différents ingrédients puis on datecpendant 15 min a 115°C. Par la

suite, on répartit le milieu qui doit étre gid 7,4 dans des flacons de 250 ml.

v" Milieu Sabouraud gélosé pour les levures
C’est un milieu Sabouraud-glucose constitué lui-mé&tun bouillon gélosé a 2%. Avant
d’additionner la gélose, on doit préparer le Sadodrglucose qui a comme ingrédients : peptone
de viande (59), peptone de caséine (5g) et du sgu(20g).
Le milieu Sabouraud-glucose qui doit étreptte 6.3, est réparti en tubes a essais de 9 a

10 ml, ces derniers sont par la suite autoclavadgrg 20 min & 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 aseptiguement une premiére couche dansites de Pétri a raison de 15ml par boite avec

3 répétitions par souche. On laisse refroidir &étgier sur la paillasse.

. Préparation de la deuxiéme couche du milieu

On fait fondre le milieu gélosé Muller-Hinton et$abouraud dans un bain marie a 95°C
puis on baisse la température jusqu'a 45°C et snrdenplit dans des flacons de 50 ml. On
ensemence les milieux avec 200 pl de chaque suspeesson agite manuellement ; puis on
transvase rapidement 4 ml de chaque milieu inoswiéa surface de la premiére couche (couche
support) de gélose solidifiée. On étale immédiatentee couche en faisant pivoter la boite sur

elle-mé&me pour avoir une surface uniforme et asskasolidifier sur la paillasse.

. Dép6bt des disques
A l'aide d’'une pince stérile, on préléve un disglee cellulose stérile, on I'imbibe avec
I'HE ou de solution d’extrait a tester en mettamtilement en contact le bout du disque, celui-ci

va absorber progressivement jusqu’a imprégnatitaiet@u disque.
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On dépose le disque sur la surface de la gélose,goulaisse diffuser sur la paillasse
pendant 30 minutes. On incube a 37°C pendant 2dhlps bactéries et 25°C pendant 48h pour

les levures.

7.2. Etude guantitative de I'effet antimicrobien

Cette étude nous permettra de déterminer les ctatiens minimales inhibitrices (CMI),
et les concentrations minimales bactéricides (CEtBpu fongicides (CMF) des souches les plus

sensibles aux échantillons les plus actifs.
7.2.1 Détermination de la concentration minimale in  hibitrice (CMI)

. 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 avec les sesctestées ; grace a ces dilutions on pourra

définir la plus faible concentration qui inhibegadroissance microbienne.

. Protocole expérimental

- Préparation de I'inoculum
A partir de jeunes cultures (18h a 24h pour lesdvas et 48h pour les levures), on
réalise des suspensions dé g@rmes/ml, & partir de cette suspension on prépaeesérie de

dilutions allant de 16a 10* germes/ml.

- Préparation de la gamme de dilutions des huiles exdtielles

On procéde suivant ces étapes :

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

» Préparation d’une dilution de 2% d’'HE a testedénant 1 ml de notre HE dans 49 mi
du milieu (Muller-Hinton pour les bactéries et Sataud pour les levures).

> Bien homogénéiser le”"1flacon puis verser 25 ml de son contenu dans tme dkacon
puis ajuster a 50 ml de milieu pour avoir la didatide 1%, continuer ainsi jusqu’a I'obtention de
la dilution 0.03%.
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> A partir de chaque dilution préparée, on verse P@ans chaque boite de pétri et on les
laisse solidifier.

» Ensemencer une partie de boites par spotage & l@ithe microseringue de 3ul des
suspensions microbienne de la dilution® fermes/ml, et déposer les disques imbibés anec 3
de suspension microbienne dans l'autre partie.

» Laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 meu@n incube a 37°C pendant 24h pour
les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures.

Nous parlerons de CMI la ol aucune croissancélegisi'est constatée au niveau des spots tout

en sachant que la présence d’une ou deux colol@sspas prise en considération.

7.2.2 Détermination de CMB /CMF

Aprés repérage des disques ou aucune croissangtepndsente lors de la détermination
des CMI, I'expérience se poursuit en vue de lardéteation des CMB etCMF. Le protocole
expérimental consiste a liquéfier les milieux MHip&es bactéries et SAB pour la levure dans un
bain marie, couler les boites de pétri et laissédigier. Nous prélevons aseptiquement avec une
pince stérile les disques correspondant aux coratemts en HE, ou aucune croissance n’est
observée pour chacune souche lors de la déteromndéis CMI, les disques sont remplacés dans
des boites de pétri déja préparés, nous incub@¥&EC pendant 24 h pour les bactéries et 25
+1°C pendant 48 h pour la levure.

Nous effectuons des lectures a I'ceil nu, la CMBCBtF sera la ou aucune croissance

d’'une souche donnée n’est constaté aprés incubation

8 Evaluation de I'Activité anti-inflammatoire des H E

Le potentiel anti-inflammatoire des huiles essdl@s d'origan et de germandrée
provenant de Lakhdaria et de Boussaada respectitenété évalué par la mesure de I'inhibition
de 5-lipoxygénase selon le protocole décritframet Viljoen (2006).

Pour chaque espece ; I'échantillon a analyseraaposé de : 12,8 d’huile essentielle
dissoute dans du diméthylsulfoxyde(DMSO), au quétéarajouté 5QL d’acide linoléique est
ajusté a 1 ml avec tampon phosphate (0.1 M) et m&28e(0.0005%). La réaction est initiée par
I'ajout de 1.5ul de 5-lipoxygénase de Soja (0.054 g/ml).
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Nous avons suivi en continu I'apparition du prodigtla réaction par spectrométrie UV a 234 nm
et nous avons comparé la vitesse initiale de latia enzymatique sans et avec ajout de
quantités croissantes d’huiles essentielles a éxalte pourcentage d’inhibition de l'activité

enzymatique est calculé en comparaison avec leatorégatif :

% =[(Ao- A)) / Ag] * 100

ou : Agest I'absorbance du control sans huile essentielle
A est I'absorbance de 'échantillon.

La concentration qui correspond a une inhibition5@86 de la vitesse de la réaction
enzymatique (I6p) est déterminée engiml. Le NDGA (acide nordihydroguaiarétique) est udilis

comme produit de référence. Les tests ont étéé&gpeetis fois.

9 Lirradiation de I'espece d’origan

Afin d’étudier l'effet de lirradiation sur le remgnent et la composition chimique de
'HE, les feuilles doriganum floribundumprovenant de Kadiria ont été divisé en 5 lots et
irradiées a des doses de 0 kGy, 5 kGy, 10 kGy@pdt 30 kGy par des rayonnements gamma a
'aide du cobalt-60 avec un débit de 9.48 Gy/mims échantillons irradiés ont subi une
hydrodistillation et les huiles extraites ont étalgsé par une CG et CG-SM avec les mémes

conditions opératoires cités précédemment.

10 Analyse statistique

Les résultats obtenus lors de I'évaluation de iVé@ét antioxydante et antimicrobienne des
HE et des extraits testés ont fait 'objet d’'unedét statistique par 'analyse de la variance a une
variable (ANOVA 1) et I'analyse par le test @eckey en utilisant le logiciel SPSS 22.

Tous les graphes et les histogrammes obtenus éntéélisés en utilisant les deux
logiciels : Excel (de Microsoft Office 2010) et 8¢tica 12.0.
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Résultats et discussion

1 Rendement et composition chimique des huiles

essentielles

1.1. Teucrium polium subsp. capitatum

Les rendements d’extraction en HE de germandrédiftirentes régions exprimés en
pourcentage du volume (mL) par rapport au poidsladenatiere végétale séche (g), sont
regroupés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Les rendements d’extraction en huilesssentielles de germandrée

Régions TeucriumTablat TeucriumBoussaada TeucriumKadiria
Rendements %(v/m) 0.31 0.30 0.33

Les rendements en huile essentielleTdgoliumsont similaires pour les trois régions.
Ces rendements sont plus faibles que celui rappantdburjai et al. (2006)lors d'une étude
réalisée sur la méme espece provenant de la Jerdaeidernier a enregistré un rendement de
0.8%.

Les résultats de l'identification semi-quantitatites composés chimiques par CPG et
CG/SM des huiles essentielles @eucrium poluimsubsp.capitaumprovenant des 03 régions
(Boussaada, Kadiria et Tablat) sont représentas atableau 8 et les chromatogrammes sont
illustrés dans les figures (25 a 28).

Tableau 8: Composition (%) des huiles essentiellede Teucrium polium de trois régions
(Tablat, Boussaada et Kadiria)

Indices de
N° Composés rétention Teucrium polium Identification
HP5MS PEG Tablat Boussaada Kadiria
1  2-Ethyl furan 705 953 - - t IR-SM
2 n-Octane 800 800 - - t IR-SM-Et
3  Butanoic acid 808 1624 - - t IR-SM
4  (E)-2-Hexenal 853 1215 - - t IR-SM
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35
36
37
38
39
40
41
42
43

Tricyclene
a-Thujene
a-Pinene
2,4(10)-thujadien
Camphene
Verbenene
Sabinene
B-Pinene
1-Octen-3-ol
B-Myrcene
a-Phellandrene
6-3-Carene
a-Terpinene
p-Cymene
Limonene
1,8-Cineole
cis-p-Ocimene
transp-Ocimene
y-Terpinene
cis-Sabinene hydrate
Terpinolene
p-Cymenene
trans-Sabinene hydrate
Linalol

Nonanal
B-Thujone
cis-p-2-Menthen-1-ol
Chrysanthenone
Campholaldehyde
4-Acetyl-1-methyl
cyclohexene
Nopinone
trans-Pinocarveol
Camphor
Verbenol
Pinocarvone
Borneol
Pinocamphone
4-Terpineol
p-Cymen-8-ol

923
925
935
945
948
963
972
976
986
992
1005
1009
1017
1026
1029
1033
1042
1048
1061
1075
1093
1095
1101
1104
1105
1106
1107
1110
1113
1117

1119
1126
1144
1146
1162
1167
1172
1177
1187

1017 t - t IR-SM
1029 0.6 0.1 2.3 IR-SM-Et
1026 7.2 4.1 6.2 IR-SM-Et
- t T 0.1 IR-SM
1072 0.4 0.2 0.2 IR-SM-Et
1124 t t IR-SM
1121 t t 0.4 IR-SM-Et
1119 154 10.5 17.0 IR-SM-Et
1462 0.1 0.2 0.1 IR-SM
1173 4.5 1.6 4.7 IR-SM-Et
1177 0.1 0.1 0.1 IR-SM-Et
1163 t - t IR-SM-Et
1192 0.3 0.2 0.2 IR-SM-Et
1290 0.7 0.8 0.7 IR-SM-Et
1212 7.0 3.1 5.1 IR-SM-Et
1223 - 0.1 - IR-SM-Et
1233 0.2 0.1 0.2 IR-SM
1272 0.9 0.2 0.8 IR-SM
1261 0.4 0.7 0.4 IR-SM-Et
1567 t - t IR-SM
1300 0.2 0.2 0.3 IR-SM-Et
1452 t - t IR-SM
1482 t - - IR-SM
1558 0.3 0.5 0.5 IR-SM-Et
1391 0.1 - 0.1 IR-SM-Et
1426 0.1 0.1 0.1 IR-SM
- - 0.1 - IR-SM
1489 - 0.1 - IR-SM
1401 - 0.2 0.2 IR-SM-Et
- - 0.2 - IR-SM
1550 0.1 0.1 - IR-SM
1629 0.4 0.1 0.4 IR-SM
1556 - 0.3 - IR-SM-Et
1683 0.1 0.3 - IR-SM
1586 0.4 0.5 0.3 IR-SM
1732 0.1 0.2 0.1 IR-SM-Et
1530 - 0.1 - IR-SM
1613 0.5 0.4 0.6 IR-SM-Et
1864 - 0.1 - IR-SM
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44
45
46
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
80
81
82
83

a-Terpineol
Myrtenal

Myrtenol
Verbenone
trans-Carveol
Cuminaldehyde
Carvone

Bornyl acetate
a-Fenchyl acetate
Thymol

Carvacrol
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
y-Elemene
Aromadendrene
a-Humulene

Allo-aromadendrene

Germacrene D

1194
1196
1198
1203
1205
1215
1218
1285
1293
1302
1318
1337

1348
1353
1372
1380
1390
1394
1403
1415
1432
1434
1441
1442
1443
1452
1457
1477

Bicyclosesquiphellandrene 1488

B-Selinene

Bicyclogermacrene

Eremophylene
Valencene
y-Cadinene
d-Cadinene
Cadina-1.4-diene
a-Cadinene
a-Calacorene
Germacrene B

1489
1492
1493
1494
1511
1518
1527
1529
1530
1558

1723 -
1649 0.8
1804 0.3
1730 -
1805 t
1748 0.2
1704 0.1
1608 0.2
1690 -
2212 -
2238 1.1
- 0.8

1457 t
2172 -
1509 0.4
1536 2.0
1549 -
1600 0.7
1549 T
1612 2.4
1532 0.4
1563 -
1639 0.7
1620 0.3
1687 0.2
1663 -
172618.5
1717 0.3
1766 4.9
- 0.3
1727 -
1776 0.4
1772 1.7
1799 -
1785 -
1895 0.1
- 1.3

0.1 0.2 IR-SM-Et
0.9 0.5 IR-SM
0.8 0.3 IR-SM
0.1 - IR-SM
0.1 - IR-SM
0.1 0.2 IR-MS-Et
0.1 - IR-MS-Et
0.1 0.3 IR-MS-Et
0.1 - IR-SM
0.3 0.4 IR-SM-Et
5.5 0.4 IR-SM-Et
0.2 0.2 IR-SM
0.2 0.1 IR-SM
0.1 - IR-SM-Et
1.0 0.5 IR-SM
0.8 1.4 IR-SM
0.2 0.1 IR-SM
0.2 0.2 IR-SM
0.2 0.1 IR-SM
0.6 0.8 IR-SM-Et
0.2 0.3 IR-SM
0.2 - IR-SM

0.1 - IR-SM

- 0.4 IR-SM

- 0.2 IR-SM
0.2 0.4 IR-SM
0.4 0.9 IR-SM
15.3 20.4 IR-SM
0.4 - IR-SM

- 0.3 IR-SM
5.5 6.2 IR-SM

- 0.2 IR-SM

- 0.3 IR-SM
1.6 0.5 IR-SM
2.9 2.4 IR-SM
0.3 0.1 IR-SM
0.1 - IR-SM
0.2 0.2 IR-SM

0.6 0.9 IR-SM
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84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

97
98

Germacrene D-4-ol 1568
Spathulenol 1570
Globulol 1574
Caryophyllene oxide 1578
Viridiflorol 1587
Caryophyalldienol 1628
t-Cadinol 1639
B-Eudesmol 1649
a —Cadinol 1650
Allo-aromadendrene oxide 1661

Nootkatone 1774
Hexahydrofarnesyl 1849
acetone

Hexadecanoic acid 1982
(palmitic acid)

Phytol 2121
Pentacosane 2500
Total (%)

Monoterpenes

Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes
Sesquiterpénes oxygéenes

Autres

- 0.2 0.2 0.4 IR-SM
2154 3.5 2.3 3.0 IR-SM
2098 0.4 0.5 0.2 IR-SM
2014 0.5 - t IR-SM
2104 0.4 1.9 0.5 IR-SM

- - 0.4 - IR-SM
2198 2.2 18.3 2.6 IR-SM

- - 0.5 IR-SM
2259 1.5 1.9 2.4 IR-SM
- 0.1 - 0.1 IR-SM
2250 0.1 0.1 0.1 IR-SM
2131 0.6 0.2 0.3 IR-SM
- 0.4 0.1 0.3 IR-SM-Et
- 0.1 t 0.1 IR-SM
25000.1 t 0.1 IR-SM-Et
90.6 92.0 91.1
37.9 22 38.7
7.2 12.4 4.6
34.6 31.2 37.8
9.6 25.5 10.2
1.3 0.9 t

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCg calculés sur des colonnes capillaires polaire (P&Gnhon
polaire (HP5MS). SM : Comparaison avec les specteemasses fournis par la librairie du spectronagrenasse.t=
trace: Concentration inférieure a 0,1%.

représentant respectivement 90.6, 92.0 et 91.1% demposition chimique des HE des especes
de germandrée étudiées. Les huiles essentiellestrdiss régions sont caractérisées par la

dominance des hydrocarbures monoterpeniques etisgpgniques avec des teneurs de 53.2 a

Les analyses chromatographiques ont permis [ifiestion de 98 constituants

75.8%.

de prés par le Germacrene D (15,3%) efleinene (10,5%) ; tandis que ces derniers sont
majoritairement présents dans I'HE de Kadiria effdblat avec des teneurs de 20.4% et 18.5%

pour le Germacrene D ;

Le t-Cadinol (18,3%) est le principal composé 'teile essentielle de Boussaada suivi

17% et 15.4% pou-Rinene respectivement.

72



Etude expérimentale

Chapitre 11 :

Resits et discussion

D’une maniére générale, les huiles essentiellegedmandrée des trois régions ont une

composition qui différe uniquement par la teneuledes constituants.
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Figure 27: Chromatogramme CG-SM de I'huile essentlée deT. polium de Tablat.
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Figure 28 Chromatogramme CG-SM de I'huile essentielle d&. polium de Boussaada.
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Nous avons comparé la composition chimique des ettibis espéces de germandrée

avec ceux des travaux antérieurs et les principasuitats sont représentés dans le tableau 9 .

Tableau 9: Principaux composés des huiles esserltisldeTeucrium polium subsp.capitatum

de différents pays

Origine Principaux composeés (%) Références
Grece Carvacrol (10.1%)3-caryophyllene, germacrene D -
(3.1%), torreyol (7.6%)-cadinol (4.5%) | Menchini etal., (2009)

Portugal a-Pinene (0.7-7.7%), sabinene (1.1-11.2%),
(5 échantillons) |  pinene (1.3-10.3%), isomenthone (0.0-7.78%),
caryophyllene (3.8-5.4%9-cadinene (3.0-9.9%),

t-cadinol (3.0-24.1%)-cadinol (1.6-9.8%),

Antunes etal., (2004)

Serbie Germacrene D (31.8%p-caryophyllene (8.8%),
bicyclogermacrene (6.2%), linalol (14.098}, Miti ¢ etal., (2012)
pinene (10.7%)
Bulgarie B-pinene (26.8%)q -pinene (9.3%), limonene e
(6.4%), germacrene D (17.7%) Miti ¢ etal., (2012)
Iran Caryophyllene oxide (25.9%), epi—Muurolol Khani et Heydarian
(8.1%),a -cadinol (46.2%) (2014)
Jordanie Sabinene (5.2%J-caryophyllene (8.7%), -
germacrene D (6.8%), 8-cedren-13-ol (24.8% Aburjai et al., (2006)
-Di [0) -Di 0, -
France a-pinene (28.8 A))[}(?lgoe/or)\e (7.2%), p-cymene Cozzani etal., (2005)

Arabie Saoudite| y-muurolene (8.72%), a-cadinol (5.93%), &-
cadinene (5.08%); -pinene (4.58 %)p-gurjurene
(4.43 %),a-limonene (4.29 %)-Pinene (3.79 %).

Guetat et Al-Ghamdi
(2014)

Nous remarguons que les résultats trouvesvpar et al., (2012)sont proches de nos
résultats ou le Germacrene DBepinene sont majoritairement présents pour I'hefisentielle de
Teucrium poliumprovenant de Serbie et de Bulgarie. Tandis que& capportés paKhani et
Heydarian (2014) ; Guetat et Al-Ghamdi (2014) ; Meaohini et al., (2009) ; Antunes etl.,
(2004) ; Aburjai et al., (2006)et Cozzani etal., (2005)sont différents des notreet different entre
eux

Ce polymorphisme au sein de la méme espece peul@t la variabilité génétique de la
plante, a la période de récolte, aux facteurs émapmatiques ou bien aux conditions
d’extractiong(Pereira etal., 2000 ; Hudaib etal., 2002 ; De Feo edl., 2003)
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1.2. Calamintha nepeta

Les rendements d’extraction en huiles essenti@kessarriette des deux régions sont

regroupés dans le tableau 10.

Tableau 10: Rendements d’extraction en huiles esd@illes de Sarriette de deux régions

Régions Sarriette EL-Affroun  Sarriette Hammam Melouane
Rendements % 14 1.2

Les rendements en huiles essentielle€daminthanepetasont de I'ordre de 1,2% etl,4
%. Ces resultats sont comparables a ceux rappoate3atrani et al., (2001)qui en travaillant
sur la méme espéce provenant du Maroc enregistranaglement de 1,6%.

L’analyse qualitative et semi-quantitative des émiiéssentielles des deux échantillons de

sarriette est représentée dans le tableau 11.

Tableau 11 : Composition (%) des huiles essentiel@leCalamintha nepetales deux régions
(El-Affroun, H. Melouane).

IR Calamintha nepeta Identification

N° Composés -
HP5MS  El-Affroune H.Melouane

1 Tricyclene 923 T T IR-SM
2 a-Thujene 925 T 0.1 IR-SM-Et
3 a-Pinene 939 0.2 0.2 IR-SM-Et
4 Camphene 948 0.1 T IR-SM-Et
5 Sabinene 973 t 2.0 IR-SM-Et
6 B-Pinene 978 0.1 0.6 IR-SM-Et
7 B-Myrcene 992 t 0.8 IR-SM-Et
8 3-Octanol 1001 0.1 - IR-SM
9 a-Phellandrene 1005 - 0.2 IR-SM-Et
10 0-3-Carene 1009 - 0.2 IR-SM-Et
11 a-Terpinene 1017 t T IR-SM-Et
12 p-Cymene 1026 t - IR-SM-Et
13 Limonene 1044 0.1 6.2 IR-SM-Et
14 Eucalyptol 1046 2.8 2.3 IR-SM
15 cis-B-Ocimene 1048 - T IR-SM
16 y-Terpinene 1061 - 0.1 IR-SM-Et
17 cis —Sabinene hydrate 1075 t 0.1 IR-SM
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

Terpinolene
Menthone
Citronellal
Isomenthone
neo-Menthol
Neoisomenthol
Pulegone
cis-Piperitone
Piperitone oxide
Isopiperitenone
Carvacrol
Piperitenone
Piperitenone oxide
a-Copaene
B-Bourbonene
Geranyl acetone
B-Cubebene
B-Elemene
B-Caryophyllene
Aromadendrene
o-Humulene
Allo-aromadendrene
Germacrene D
B-Selinene

a —Farnesene (Z E)
Bicyclogermacrene
y-Cadinene
o-Cadinene
Palustrol
Spathulenol
Caryophyllene oxide
Viridiflorol
Isospathulenol
a-Cadinol

Total (%)
Monoterpenes

Monoterpenes oxygénés

1093
1155
1159
1163
1170
1171
1237
1254
1262
1281
1317
1341
1363
1372
1380
1385
1390
1394
1415
1443
1452
1457
1481
1489
1490
1494
1513
1523
1558
1571
1578
1591
1634
1653

0.2

19.6

33.0
0.1

39.5

98.8
0.5
94.7

0.1
1.0
3.2
18.1
45.9
0.2
0.3

0.5

1.0
0.1
0.1
0.1
0.2
1.9
T

0.2
0.1

0.1
0.3
3.6
T

0.1

0.7
0.2
0.1
0.3
0.1

91.3
10.5
70.3

IR-SM-Et
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM
IR-SM-Et
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
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Sesquiterpénes 0.5 6.8
Sesquiterpénes oxygénés 0.3 1.4
Autres 2.8 2.3

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesCgcalculés sur des colonnes non polaire (HP5MS). SM:
Comparaison avec les spectres de masses fournla phrairie du spectrométre de masse. Et : coaipan a un
étalon.t : Concentration inférieure a 0,1%.

L’'analyse par CG et CG/SM de I'huile essentielleGiaminthanepetaprovenant des
deux régions a permis l'identification de 51 @m®és correspondant a des teneurs de 98,8% et
91.3% pour lhuile essentielle d’El Affroun et deatimam Melouane respectivement. Les
monoterpenes oxygénés constituent la quasi-totdlls HE des deux échantillons. Les deux
composés majoritairement présents dans les deleshsont la pulegone (39,5%- 45.9%) et le
neo-menthol (33% -18.10%) pour celle d’El Affrourde H. Melouane respectivement.

Nous remarquons aussi que l'isomenthone est forteprésent dans I'huile essentielle
d’El Affroun avec une concentration de 19.6% cordr2% pour celle de H. Melouane ; alors
gue le limonéne qui est presque absent dans I'dilleAffroun (0.1%) et présent dans I'huile de

H.Melouane avec une teneur de 6.2% (Fig. 29).
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Abundance
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Les nombres sur les pics correspondent aux nundédre des composés du tableau 14.
Figure 29 : Chromatogramme CG-SM de I'huile essengile de Sarriette
Nous avons comparé les principaux composés desddBalriettes étudiées avec celles

provenant de corse, de France, de Turquie et deeSéableau 12).

Tableau 12: Principaux composeés des huiles essetiie deCalamintha nepetade différents

pays

Origine Principaux composés (%) Références
Serbie Pulegone (75.5%), piperitone oxide Kitic et al., (2005)
(6.0%),menthone (5.3%), menthol (4.3%)
Turquie Pulegone (25.6-54.1%), menthol (5.2-28.3%), Kirkcuoglu et
(3 échantillons) | menthone (2.2-7.9%), menthyl acetate (0.6- al.,(2007)
11.2%).
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Gréce Cis-piperitone oxide (48.9-59.29§); Dukic et al., (2004)
(3 echantillons) | caryophyllene (5.0-7.5%), germacrene D (2.0

7.3)

France Isomenthone (34.07%), pulegone (19.83%), | Dobravalskyte etal.
isomenthol (19.54%), neomenthol (7.65%) (2012)

Maroc p-cymeéng0,9 %), de-terpinénél8,7 %), Satrani etal., (2001)
thymo(34,9 %)

Corse Pulegone (49%), menthone (21,5%), Rossi etal., (2007)
'isomenthone (8,3%).

Les résultats obtenus sont en accord avec cewontggpparRossi etal., (2007) ;
Dobravalskyte etal., (2012) ; Kurkc¢uoglu etal., (2007) et Kitic etal., (2005)ou la pulegone,
la menthone et I'i'somenthone sont présents ensfartecentrations tandis que les résultats
rapportés paBatrani et al., (2001)et Dukic et al. (2009 sont largement différents des résultats
précedents. Cette différence qualitative et quatité dans la composition chimique de I'HE au
sein de l'especealaminthaest le fait de nombreux facteurs environnementalax région
géographique, température, durée d’ensoleillememifrition végétale, etc. et aussi
physiologiques : le stade de végétation et lagade la plante sont considérés primordiaux pour

la détermination du chémotype de I'huile essemtiell

1.3. Visnaga daucoides

Le rendement d’extraction de l'huile essentiele khella de la région de Boufarik
comparé a celui de la méme espéce provenant derégions du Maroc sont représentés dans le
tableau 13.

Tableau 13: Rendement d’extraction de I'huile essiielle Visnaga daucoides

Régions Khella Boufarik Khella Maroé  Khella Quazzarfe  Khella Mekné$

Rendements % 0.4 0.27 01486- 0.13

a :Satrani etal., (2004); b :Zrira etal., (2002) c : Soro eal., (2015)

Nous remarquons que le rendement en HE de notemtidn est similaire a celui trouvé
parZrira et al (2002)qui ont travaillé sur la méme espéce provenanadégion de Quazzane
(Maroc). Cependantoro etal., (2015)et Satrani etal., ( 2004)ont enregistré des rendements

inférieurs au notre pour le khella provenant de Misket de Quazzane respectivement.
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d’identifier un total de 33 composés.

Tableau 14: Composition (%) des huiles essentiellesVisnaga daucoides

L’analyse par CPG et CG/SM de I'huile essentiekbeMisnaga daucoideaous a permis

N° Composeés HPIEMS Concentration% Identification
1 Isobutylisobutyrate 908 t IR-SM
2 a-Thujene 925 0.1 IR-SM-Et
3 a-Pinene 935 0.1 IR-SM-Et
4 Camphene 948 t IR-SM-Et
5 Sabinene 972 0.3 IR-SM-Et
6 B-Myrcene 992 0.1 IR-SM-Et
7 2-Methylpropyl 3- 1009 0.6 IR-SM
methylbutanoate
8 Isobutylisovalerate 1018 0.2 IR-SM
9 Isoamyl butyrate 1021 0.1 IR-SM
10 Butanoicacid pentyl ester - 1.4 SM
11 Limonene 1044 0.4 IR-SM-Et
12 1,8-Cineole 1046 0.1 IR-SM-Et
13 cisf3-Ocimene 1047 0.1 IR-SM
14 transf-Ocimene 1052 0.1 IR-SM
15 cis-Linalooloxide 1075 0.1 IR-SM-Et
16 trans-Linalooloxide 1083 0.1 IR-SM-Et
17 Linalol 1099 14.0 IR-SM-Et
18 Isopentylisovalerate 1104 2.4 IR-SM
19 Camphor 1126 0.1 IR-SM-Et
20 a-Terpineol 1194 0.1 IR-SM-Et
21 Bornylacetate 1285 t IR-SM-Et
22 a-Copaene 1372 0.2 IR-SM
23 [3-Bourbonene 1380 0.5 IR-SM
24 (E)- B-Damascenone 1384 0.1 IR-SM
25 3-Cubebene 1390 0.1 IR-SM-Et
26 [3-Caryophyllene 1415 0.1 IR-SM-Et
27 B-Gurjunene 1426 0.1 IR-SM
28 Geranylpropanoate - 1.1 SM
29 Citronellylbutanoate 1529 0.9 IR-SM
30 a-Bisabolene 1537 0.1 IR-SM
31 Geranylbutanoate 1563 1.0 IR-SM
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32 Palmiticacid 1982 0.1 IR-SM
33 Cembrene C 2023 57.0 IR-SM

Total (%) 81.7

Monoterpenes 1.3

Monoterpenes oxygénés 14.4

Sesquiterpénes 4.2

Diterpénes 57

Autres 4.8

IR : Indices de retentions relatifs au n-alcanesC4 calculés sur des colonnes non polaire (HP5MS).: SM
Comparaison avec les spectres de masses fournitaddorairie du spectrometre de masse. t ;. Comaah
inférieure a 0,1%.

Les chromatogrammes et le spectre de masse awitél dans les figures (30 et 31).
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Les nombres sur les pics correspondent aux nundédre des composés du tableau 17.

Figure 30:Chromatogramme CG-SM de I'huile essentié& de Khella.
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Figure 31: Spectre de masse du cembrene C

L’huile essentielle de I'espéce Wésnagade la région de Boufarik est caractérisée par la
dominance du Cembrene C enregistrant une tene7d®6 suivi par le linalol (14.0%) et
lisopentyl isovalerate (2,4 %). Le reste de lleuest constitué par un grand nombre de
composés dont le pourcentage reste inférieur ole égh 4 %.

Ces résultats sont difféerents de ceux enregistids fes huiles extraites de Khella
provenant du Maroc. En effétira et al., (2002¢t Satrani et al. (2004)signalent que les huiles
essentielles analysées sont caractérisées pardamue de 2-méthylbutyle2-méthylbutyrate (27,7
%) ; le linalol (22,7 %) ; le 2-méthylbutyleisobuaye (16,6 %) et le d'isoamyleisovalérate (9,98
%).

Soro etal., (2015)signalent que I'abiétadiene est le chémotype d& ld¢ khella de
Meknés avec un pourcentage de 53.42% ; cependiamali@ présente une teneur de 22%.

Les travaux réalisés pdthalfallah et al., (2011) ont montré que I'HE de ighaga
daucoides provenant de Constantine est principalement caiaée par la présence de
l'isobutyrate d’isobutyle, linalol, I'acide 2,2-di@thylbutanoique, thymol, acétate de bornyl et le

coroweacin.

1.4. Origanum floribundum

Les rendements d’extraction des HE d’origan de dakia et de Maala sont représentés

dans le tableau 15.
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Tableau 15: Rendement d’extraction des HE dDriganum floribundum

Régions Origan Lakhdaria Origan de Maala
Rendements (aprés 3h) % 1.70 5.10

Nous remarquons que le rendement d’extraction exlélEorigan de Maala est largement

supérieur a celui de Lakhdaria.

Le rendement enregistré pour I'échantillon de Mamapresque similaire a celui trouvé
parHazzit et Baaliouamer (2009)Qqui ont travaillé suO. floribundumde Kadiria (5.4%). Alors
que celui enregistré pour I'échantillon de Lakhdasgste faible par rapport a ce dernier mais |l
est trés proche a celui trouvé garada et al, (2012)en travaillant sur la méme espece qui

provenait de la région de Khemiss-Miliana (1.6%).

1.4.1 Influence de la durée d’extraction sur le ren dement en HE

L’échantillon dO. floribundumde Maala a été soumis a des extractions indéperslant
d’huiles essentielles pour des durées de 30 minliteset 3 heures. Les huiles ainsi extraites ont
été analysées par GC et GC-MS et testées pourdetivités antioxydante et antimicrobienne.

Dans la bibliographie, les extraits volatils desnpés sont généralement extraits pour une
durée moyenne d& heureset expérimentés pour une ou d’éventuelles acsihiélogiquesLe
choix de cette durée est-il le plus judicieux poulous les matériaux biologiques Pans cette
partie de notre travail, nous essayerons de répandette question.

L’extraction par hydrodistillation a fourni des cements variant entre 4,5 et 5,1 ml/100g
de matiére végétale seche (Fig. 32). La quasiitdtde I'huile est extraite au bout de 2 heures
tandis que 88% et 92% de cette huile sont obtaptés 30 minutes et 1 heure, respectivement.
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Figure 32: Rendement de I'extraction (ml/100g) deBuiles essentielles @. floribundum en

fonction de la durée d’extraction (30 min, 1, 2 €B heures).

1.4.2 Influence de la durée d’extraction sur lacom  position chimique

Les résultats de l'identification semi-quantitatipar CG/SM des composés chimiques
des huiles essentielles@figanum floribundunde Lakhdaria et de Maala sont représentés dans
le tableau 16.
Tableau 16: Composition (%) des huiles essentiell@sOriganum floribundum extraites pour

différentes durées (30 min, 1, 2 et 3 heures).

Origan Maala Origan
N° Composeés IR 30 11 oH 3H Lakgcli_larla Identification
min
1 Ethyl n-valerate 848 - - - - T IR-MS
2 E-2-Hexenal 853 t t t t T IR-MS
3 3-Hexen-1-ol 862 - - - - T IR-MS
4 3-Heptanone 890 0.1 0.1 0.1 0.1 T IR-MS
5 Tricyclene 923 - - - - T IR-MS
6 a-Thujene 928 0.8 1.2 0.4 0.3 2.8 IR —-MS
7 a-Pinene 936 0.5 0.7 0.3 0.2 1.8 IR-MS-Et
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49

2.4(10)-thujadiene
Camphene
Verbenene
Sabinene
B-pinene
1-Octen-3-ol
3-Octanone
B-Myrcene
3-Octanol
a-Phellandrene
5-3-carene
a-Terpinene
p-Cymene
Limonene
B-Phellandrene
1,8-Cineole
cis-B-Ocimene
transp-Ocimene
y-Terpinene
cis-Sabinene hydrate
1-Nonen-3-ol
Terpinolene
p-Cymenyl
trans-Sabinene
hydrate

Linalool

Borneol
4-Terpineol
p-Cymen 8-ol
a-Terpineol
Thymol methyl ether
Carvacrol methyl
ether
Thymoquinone
Thymol

Carvacrol
a-Copaene
Geranyl acetate
cis-Jasmone
Methyleugenol
B-Caryophyllene
transe-Bergamotene
Aromadendrene
1,6,6-
Trimethylbicyclo[3.3.
OJ]octan-3-one

945
951
953
973 t
978 0.1
981 1.4
985 0.4
990 0.1
993 0.1
1004 t
1011 t
1017 0.1
1024 22.7
1029 0.3
1030 -
1032 0.3
1038 t
1048 -
1060 25.9
10670.3
1087 t
1089 t
1090 0.1

1 —+ 1

1098 0.1

1100 1.0
1167 0.1
1177 0.4
1184 0.1
1190 0.2
1234 0.3

1243 0.2

1260 0.1
1290 32.7
1300 2.6
1376 t
13800.2
1396 -
1403 -
1420 0.5
1435 t
1441 t

1454 0.1

—~ 1 -

0.1
1.4
0.5

0.2
0.1

t

t
0.2
23.1
0.2
0.1

t
28.7
0.3

t

t

0.1
0.1

1.0
0.1
0.4
0.1
0.2
0.3
0.2

t
34.9
2.3

t

t

t

t
0.5

t

t
0

A

t
t
15
0.3
t
t
t

0.1
17.3
0.1

0.1

24.1
0.4

0.1
0.2

1.2
0.1
0.5
0.1
0.2
0.3
0.2

43.7
3.2

0.1
t

0.6

0.1

0.1
t

0.1
16.8
0.1

0.1

21.6
0.4

0.1
0.2

1.3
0.1
0.5
0.1
0.4
0.4
0.3

45.0
3.2

0.2
t

0.1

0.9

0.1

T

4.8
155
0.1
0.7
0.1
0.1
0.2
19.9
0.6
0.1
0.1
0.1
0.1

1.7
0.1
0.2
0.1

0.2

33.6

IR-MS
IR-MS-Et

IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS-Et
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS

IR-MS-Et
IR-MS-Et
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS

IR-MS
IR-MS-Et
IR-MS-Et

IR-MS

IR-MS-Et
IR-MS
IR-MS

IR-MS
IR-MS
IR-MS
MS
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50 a-Humulene 1453 t t t 0.1 T IR-MS
51 allo-Aromadendrene 1460 - - t 0.1 T IR-MS
52 y-Muurolene 1476 - t t t - IR-MS
53 Germacrene D 1477 - - - - 0.1 IR-MS
54  pB-Selinene 1486 - t t 0.1 - IR-MS
55 Bicyclogermacrene 1492 - - - - T IR-MS
56  o-Selinene 1494 - - t 0.2 - IR-MS
57 o —Muurolene 1499 - t 0.1 0.1 - IR-MS
58  pB-Bisabolene 1508 0.1 0.1 0.1 0.5 0.1 IR-MS
59  y-Cadinene 1514 0.1 0.1 0.1 0.1 T IR-MS
60 4-Cadinene 1523 0.1 0.1 0.1 0.1 T IR-MS
61 o-Calacorene 1541 - t t t - IR-MS
62 Germacrene D-4-ol 1568 - - - - T IR-MS
63 Spathulenol 1575 - t t t 0.1 IR-MS
64 Caryophyllene oxide 1581 1.3 1.3 1.4 15 0.2 IR-MS
65 Viridiflorol 1591 0.1 t t t - IR-MS
66 Caryophylla- 1635 - t t t - IR-MS
4(12).8(13)-dien-
5.beta.ol

67  t-Cadinol 1639 - 0.1 0.1 0.1 T IR-MS
68  B-Eudesmol 1650 - t t 0.1 - IR-MS
69  o-Cadinol 1652 - t t 0.1 t IR-MS
70 Palmitic acid 1982 - t t 0.1 - IR-MS
71 Phytol 2121 - - t 0.1 - IR-MS

Nombre de composés 46 58 58 58 55

Total (%) 955 99.1 971 9738 98.4

Monoterpenes 50.6 545 424 39.1 51.8

Monoterpenes oxygénés 383 399 502 522 524

Sesquiterpénes 0.9 0.9 1.1 2.3 1.0

Sesquiterpénes oxygeneés 1.4 1.4 1.5 2.0 0.3

Autres 4.3 2.4 1.9 2.2 1.0

Composés classés par ordre d’élution par rapplarcalonne HP 5MS ; IR= indices de rétentionstifsla la série

de n-alcanes £C,s5 ; t=trace (<0.1%) ; Identification : IR : par coarpison des indices de rétention calculés par
rapport a ceux de la bibliographie, MS : comparmraides spectresde masses par rapport a ceux dditagtaphie et

a ceux fournis par la banque de spectres inforgmifgViley 7 et NIST 2005). Quantification des tensexelatives
(%) des composés en GC-FID.

L'analyse par GC et GC-MS des différents échamslaont un exemple du profil
chromatographique est représenté par la figure a8Baauti a l'identification d’'un total de 71
composeés (Tableau 19) dont les principaux sontdgnpene (15.5-23.1%), teterpinene (19.9-
28.7%) et le thymol (32.7-45%). Cette compositist dans son ensemble qualitativement
similaire a celles d’autres échantillons de Hamniéouane et Kadiria rapportées pazzit et
al., (2006)etHazzit etal., (2009)
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En ce qui concerne les différentes extractionsHleé t’ O. floribundum de Maala, nous
remarquons que la totalité des composés iden{bi@sest extraite au bout d’'une heure (Tableau
19). Mais certains composés, particulierement éssg|giterpenes qui sont moins volatils, ne sont
extraits quantitativement que pour les longues ki@ ou 3 heures) ce qui suggére qu’'une
extraction prolongée est non seulement nécessairel’pxtraction de la totalité des constituants

d’'une huile mais aussi pour les obtenir en leuntjteatotale.

Abundance
20 % 32 40
SO00000 15 -

4300000 /_

4000000

49

Fa00000

3000000

2300000

2000000

1300000

1000000

30000

L m\wﬁj W | |

Time = 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 s0o0 5500

Les nombres sur les pics correspondent aux nundédre des composés du tableau 19.

Figure 33: Chromatromme GC-MS sur colonne HP5MS dé&huile essentielle dO.
floribundum. (30min).

Il'y a lieu de noter que les extraits de 30 midlesont les plus riches en p-cymeng-et

terpinéne et les moins riches en thymol tandisliueerse se produit pour ceux de 2 h et 3 h. I
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est établi que le monoterpene phénolique (thymst) censidéré comme principal composé
responsable de I'activité biologique des huileeesslles qui le contiennent. Sur la base de cette
remarque on pourrait s’attendre donc a une activitdogique plus intense avec les huiles

essentielles extraites pour des durées de 2 airdsie

2 Rendement et teneurs en composés phénoliqgues des
extraits non volatils

Aprés addition du réactif de Folin-Ciocalteu etadubonate de sodium, une couleur bleue
a été constatée dans le milieu réactionnel, dorefisité varie en fonction de la concentration en
polyphénols totaux de I'extrait.

La teneur en polyphénols a été déterminée enaitilifa courbe d’étalonnage obtenue
avec l'acide galligue (Annexe 1). La quantité cependante, déterminée par I'équation de la
courbe de type « y= a(X)+b »a été rapportée enquiy&ent de I'étalon utilisé par g de matiére
seche (MS).

La teneur en flavonoides des extraits éthanoligtlaborés est déterminée suivant la
méthode modifiée au trichlorure d'aluminium (AJClAprés addition de ce dernier, une
coloration jaune verdatre est obtenue, dont l'isi€nvarie en fonction de la concentration en
flavonoides de I'extrait dosé. La quantité corresfamte, déterminée par I'équation de la courbe
d’étalonnage obtenue avec la quercétine (Annexe 2).

Les rendements d’extraction en extraits éthanofiqukes espéces étudiées exprimés en
pourcentage, poids par rapport a la matiere végétathe ainsi que les teneurs en flavonoides et
phénols totaux sont regroupés dans le tableau 17.

Tableau 17: Rendements et Teneurs en phénols totaakflavonoides des extraits

Echantillons Origan Germandrée Sarriette Khella
Provenance Lakhdaria Boussaadde Tablat Kadiria El Affroun H.Melouane Boufarik
Rendemerit 18. 21.C 15.4 18.1¢ 22.1 21.4¢ 15.7

Phénols totauk 250+3.% 175+1 .« 166.0%1.2 160.221.& 210,42.5 145.5+1.€ 94+1.2
Flavonoides 180+0.¢ 29.340.7 27.(£0.€ 28.1x0.7  17,910.¢ 44+0.5 34,7=0.E

(@ % (g/g) ; (b) mg EAG/g d'extrait ; (c) mg EQdtextrait
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D’une maniere générale, les fortes teneurs en pélypls ont été enregistrées avec
I'extrait d’origan. En se référant a la littératutes résultats enregistrés pour cette espece sont
supérieurs a ceux rapportés kerget etal. (2005) qui ont travaillé sur I'espece @tiganum
vulgare de Droga (Slovenia). La teneur en polyphénolsutotapportée par ces auteurs est de
186 g EAG /kg MS.

Pour les trois échantillons de I'espéce de gern@ndious avons remarque une légere
difféerence de teneurs en phénols totaux et flawde®i Les teneurs les plus élevées sont
enregistré pour I'échantillon de Boussaéada.

Une différence de teneurs en phénols totaux ebflaides est enregistrée pour les deux
échantillons de sarriettes. Les phénols totauxt s@joritairement présents dans la sarriette d’El
Affroun avec une teneur de 210 mgGAE/g MS contre.34ngGAE/g MS pour I'échantillon de
Hammam Melouane. Alors que ce dernier est pluseram flavonoides (44mg EQ/g) que celui
d’El Affroun (17.91 mg EQ/qg).

L’extrait éthanolique de khella renferme des tesewtativement élevées en composés
phénoliques si on les compare a cellesviiguel et al., (2014)qui ont signalé des teneurs de
15.10 mg/g et 2.70 mg/g de matiereseche en polgihénen flavonoides respectivement.

Les études menées par de nombreux auteurs surldatep médicinales indiquent
l'influence de l'origine géographique, la saisorlade2colte, I'organe végétal utilisé, la méthode
d’extraction et la nature du solvant sur la com@si chimique, la teneur et les activités
fonctionnelles des composés phénoligii¢asyouni et al.,2007).

D’aprésBouterfas etal. (2013) la distribution des métabolites secondaires pauer
durant les stades de développement de la plantg.péat étre lié aux conditions climatiques
extrémes (température élevée, exposition solaigehesesse, salinité, etc.). Ces parametres

stimulent la biosynthése des métabolites secorgltéte que les flavonoides

3 Evaluation de l'activité antioxydante des HE et d  es extraits
non volatils

L'objectif de la présente partie est de comparectivité antioxydante deshuiles
essentielles des quatre plantes étudiées ainslajlers extraits éthanoliques par deux méthodes

de référence a savoir :
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» Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl-1-pigihydrazyl (DPPH)
La méthode de mesure de I'activité antioxydantelgpéest du piégeage du radical DPPH
est largement utilisée pour sa fiabilité et répiitéb(Thaipong et al.2006 ;Siddhuraju, 2007)
Les résultats de ce test sont hautement reprotketdi comparables a d’autres méthodes de

piégeage des radicaux librésil(et al., 2000)

* Mesure du pouvoir réducteur ferriqgue
Le pouvoir réducteur mesure la capacité de rédairfer ferrique (F&) en fer ferreux
(F€"), donc la mesure de I'aptitude d’une huile essdélatiou d'un extrait & interagir avec les
especes chimiques réactives en tant que donnelecultins tels que les radicaux libres. Ces

radicaux ainsi réduits deviennent plus stables.
3.1. Teucrium polium subsp. capitatum

3.1.1 Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl
(DPPH)

v Cas des huiles essentielles
Les résultats obtenus lors du test de mesure dvopade piégeage du radical DPPH par
les HE extraites a partir des échantillons de gedrée provenant des régions de Tablat, Kadiria

et Boussaada, comparés au BHT et BHA, sont illssteds la figure 34.
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Figure 34: Activité de piégeage du radical DPPH dedE de Teucrium poliumsubsp.
capitatumcomparée a celles du BHT et BHAes valeurs dans la méme colonne avec des lettres

différentes sont significativement différent®s<(.05).

D’une facon générale, I'activité antioxydante des #e germandrée, du BHA et BHT
augmente proportionnellement avec l'augmentationladeoncentration. Les antioxydants de
synthése présentent une forte activité de piégesae a de faibles doses. En effet pour une
concentration de 100 mg/l, les valeurs enregistrémst de l'ordre de 73,15 et 91,7 %
respectivement pour le BHT et le BHA. Alors que pone concentration de 1000 mg/l de I'huile
essentielle, l'activité de piégeage est de 13.48%74% et 10.00% respectivement pour
Teucrium poliunmde Tablat, Boussaada et Kadiria. Nous remarquaedes huiles de Tablat et
Boussaada sont légéerement plus actives que cel@adieia et ceci peut étre expliqué par le fait
gue cette derniére a la plus faible teneur en ceggoxygenés (14.8%).

L’activité des huiles de germandrée des trois rEgi@ste largement inférieure a celle des
deux antioxydants de synthese. Cette faible &€tide piégeage du radical DPPH peut étre
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expliquée par leurs contenus bas en composeés [iéesl Ces derniers sont réputés pour leurs
réles importants comme agents antioxydaDelgquiset al, 2002 ; Kulisicet al, 2009.

v Cas des extraits

Les valeurs d’activités de piégeage du radical DRRMtEnues pour les extraits de

germandrée des trois régions étudiées, compamdkea du BHT sont illustrés la figure 35.
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Figure 35: Activité de piégeage du radical DPPH desxtraits de Teucrium poliumcomparée
a celles du BHT .Les valeurs dans la méme colonne avec des lefffésedtes sont significativement
différentes P<0.05).

D’aprés les résultats représentés dans la figurenr®® augmentation proportionnelle des
activités de piégeage du radical DPPH en foncties abncentrations en extraits et en BHT est
observée. L'effet antiradicalaire est beaucoup physortant que celui des HE. En effet, méme a
de faibles doses les extraits présentent une actinsidérable vis-a-vis des radicaux libres. Cette
action est éventuellement due a leurs composit@nsiques plus ou moins complexes et

variées.
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A une concentration de 100 mg/l les trois échamtdl d’extrait présentent des activités
supérieures a celle du BHT et qui sont de I'ordre89% pour les extraits provenant de Tablat et
Boussaada et 87% pour celui de Kadiria contre 86 le BHT.

Cependant nous remarquons que les extraits detTetBoussaada sont Iégérement plus
actifs que celui de Kadiria et ceci est confirmé [gs résultats obtenus lors du calcul des

concentrations inhibitrices médianesdCrableau 18).

Tableau 18: Valeurs d’'IC50 des extraits et du BHT

Echantillon Extraits/substance "IC 50 (ng/ml)
Tablat 31.56+0.74

Teucrium polium subsp. capitatum  Boussaada 27.40+0.2
Kadiria 43.88+0.68

BHT 27.80+0.3

* : Concentration pour 50 % d'inhibition exprimées(eroyenne + écart type).

3.1.2 Mesure du pouvoir réducteur ferrique des espé ces de

germandrée

» Cas des huiles essentielles
Les résultats du pouvoir réducteur ferrique obteauex les HE de germandrée provenant
de Tablat, Kadiria et Boussaada, comparés a adlledBHT et d’acide ascorbique sont illustrés

dans la figure 36.
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Figure 36: Pouvoir réducteur des HE deTeucrium polium du BHT et de l'acide

ascorbiqueLes valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont significativement
différentes P<0.05).

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles désrgitions duTeucriumdu BHT et
d’acide ascorbique augmente proportionnellementc ale concentration. Les capacités
réductrices des HE de germandrée sont nettemeéticufes a celles enregistrées avec les
antioxydants de synthése.

En comparant le pouvoir réducteur des HE des témgons, nous remarquons que les
trois échantillons possedent pratiquement la mépadité réductrice qui est de I'ordre de 0.568
a 0.578 pour une concentration de 1000mg/l. Cetpacté reste faible par rapport aux BHT et
I'acide ascorbique et ceci confirme les résultategistrés pour I'activité de piégeage du radical

DPPH
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v Cas des extraits
Les résultats du pouvoir réducteur ferrique obteausc les extraits de germandrée
provenant de Tablat, Kadiria et Boussadda, comgaoédles du BHT et d’acide ascorbique sont

illustrés dans la figure 37.
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Figure 37: Pouvoir réducteur des extraits d&eucrium polium du BHT et de I'acide

ascorbiqueLes valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont significativement
différentes P<0.05).

D’apres la figure 37, nous remarquons qu'aux faibbencentrations ; les extraits de
germandrée des trois régions présentent un trbke fpouvoir mais au fur et & mesure que les
concentrations des extraits augmentent leurs paivéducteurs se rapprochent de celui de
'antioxydant de synthése (BHT).

Parmi les trois échantillons de germandrée, cetuBdussadda a montré la plus forte
capacité réductrice suivi de prés par celui promeda Tablat alors que la plus faible valeur est
signalée avec I'’échantillon de Kadiria, ce qui estaccord avec les résultats cités auparavant

pour le test de piégeage du radical DPPH.
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De plus, l'intensité réductrice des extraits éégdest en corrélation avec leurs teneurs en
flavonoides et en phénols totaux. On constate doed’activité antioxydante des extraits serait
attribuée a leurs teneurs en flavonoides et enghdéotaux. Ceci rejoint les résultats obtenus par
Djeridane etal., 2006 qui ont travaillé sur 11 extraits de plantes akg@mes.

3.2.Calamintha nepeta

3.2.1 Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl
(DPPH)
v Cas des huiles essentielles

Les valeurs d'activités de piégeage du radical DPBténues pour les HE de sarriette
provenant des deux régions, comparees a celle$idueBBHA sont illustrés sur la figure 38.
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Figure 38: Activité de piégeage du radical DPPH dddE de Calamintha nepetacomparée a
celles du BHT et BHA.Les valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont

significativement différente$20.05).
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Le pouvoir de piégeage du radical DPPH par les dEatriette existe puisqu’ils sont
capables de réduire la forme stable de ce raderalle diphénylpicrylhydrazine.

Cette activité de piégeage est faiblement corrél@e la progression des concentrations
en HE. En effet de la plus faible concentrationO¢@/l) a la plus forte (1000mg/l) la
neutralisation du radicale DPPH n'augmente que% e dteignant la valeur maximale de7.93%
pour la sarriette d’El Affroun et 6% pour celle pemant de Hammam Melouane. Tandis que les
antioxydants de synthése, manifestent une forteit#cinéme a de faibles concentrations.

Les concentrations inhibitrices médianess{)@e ces huiles n’ont pas été déterminées car
aucune d’elle n'a pu atteindre un seuil d’'inhibitide 50% des radicaux.

Des études ont montré qu’une forte teneur en coégp®noterpéniques, réduit I'activité
de piégeage des radicaux libres par les HE, etffieh ieverse est observé en présences des
composés phénoliques tels que le thymol et le caoVgAidi Wannes et al,2010).

En effet, si nous essayons de corréler I'activitéoxydante des huiles essentielles de
Calamintha nepetaa leurs compositions chimigues, nous remarquores ¢gs huiles sont
majoritairement constitués de composé monoterpesigui sont de I'ordre de 95.2% et 80.8%
respectivement pour la sarriette d’El Affroun etttEEmmam Melouane.

v Cas des extraits

Les différentes activités de piégeage obtenues fEsurextraits de sarriette des deux
régions étudiées, comparees a celles du BHT dostréds dans la figure 39.
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Figure 39: Activité de piégeage du radical DPPH desxtraits de Sarriette comparée a celles

du BHT.Les valeurs dans la méme colonne avec des leiffégedtes sont significativement différentés<Q.05).

D’aprés la figure 39, nous remarquons que l'addivitu piégeage est corrélée avec
laugmentation des concentrations en extrait étligue. Cette activité est trés importante
comparativement a celle de I'huile essentielle ;effiet elle atteint 81.07% et 54.32% pour
100mg/l d’extrait contre 7,93 % et 6.05 % pour @®@/I d’huile pour la sarriette d’El Affroun
et celle de Hammam Melouane respectivement.

Cependant nous remarquons que parmi les deux texétadieés celui d’El Affroun est le
plus actif et ceci du fait de sa forte teneur (81fdg EAG/g de MS) en composés phénoliques.

Cette différence d’activité est confirmée par lakurs enregistrées pour I§§Tableau 19).

Tableau 19: Valeurs d’'IC50 des extraits de sarrig¢e et du BHT

Echantillon Extraits/substance "IC 50 (ng/ml)
El-Affroun 34.11+ 0.94
Calamintha nepeta Hammam Melouane 89.90 + 0.62
BHT 27.80+ 0.3

* : Concentration pour 50 % d'inhibition exprimées(eBroyenne + écart type).
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3.2.2 Mesure du pouvoir réducteur ferrique des espé  ces de sarriettes

> Cas des huiles essentielles

Les résultats du pouvoir réducteur des huiles ¢distles étudiées, du BHT et de I'acide

ascorbique, exprimé par I'absorbance a 700 nm,iBosirés sur la figure 40.
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Figure 40: Pouvoir réducteur des HE deCalamintha nepetadu BHT et de I'acide

ascorbique.Les valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont significativement
différentes P<0.05).

Le pouvoir réducteur des HE de sarriette et caluBHT et d’acide ascorbiqgue augmente
en fonction de leurs concentrations.

Parmi les antioxydants de synthese, la valeur maleirast significativement enregistrée
pour I'acide ascorbique (3,05) pour une dose dé® I00/L. Alors que, pour les HE de sarriette,
la capacité a réduire le fer ferrique pour la mé&woecentration est de 0.153 et 0.147 pour les
échantillons provenant d’El Affroun et de Hammamlddane respectivement. Ces résultats

confirment les faibles valeurs obtenus lors du D#2PH.
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D’une fagon générale, les HE des deux échantilliensarriette étudiée montrent un faible
pouvoir réducteur. L'absence ou la faible teneurcemposés phénoliques peut partiellement
expliquer cette faible capacité réductrice.

» Cas des extraits
Les résultats du pouvoir réducteur des extraitssaeiette, du BHT et de I'acide

ascorbique exprimés par I'absorbance a700 nm,mésentés dans la figure 41.
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Figure 41: Pouvoir réducteur des extraits deCalamintha nepetadu BHT et d’acide

ascorbique.Les valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont significativement
différentes P<0.05).

Nous remarquons que les deux extraits de sarriatiatrent un pouvoir réducteur
supérieur a ce celui des HE. L’extrait de saeigttovenant d’El Affroun montre un pouvoir
réducteur meilleur que celui provenant de Hammaatolvane (0.656 et 0.415) respectivement
pour une concentration de 100 mg/l. Ceci a étérest@nt constaté avec les valeurs

précédemment enregistrés pour §CCependant les antioxydants de synthése montmeat u
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activité réductrice beaucoup plus importante surtiams le cas d’acide ascorbique. Ce dernier a
une absorbance de 2.823 a la concentration dengl0

3.3.Visnaga daucoides

3.2.1 Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl
(DPPH)

Les valeurs de l'activité de piégeage obtenues plauite essentielle et I'extrait de Khella
comparees a celles du BHT sont reportées dangueefd2.
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Figure 42: Activité de piégeage du radical DPPH dEHE et de I'extrait de Visnaga
daucoidescomparée a celle du BHTLes valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes

sont significativement différenteB<€0.05).
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L’activité du piégeage du radical DPPH de I'extrast largement plus forte de celle de
I'huile essentielle ou pour une concentration démg/| elle montre un pouvoir de piégeage de
5.22% contre 48.77% pour I'extrait.

L’activité antioxydante de 'HE de khella restebi@ méme a de fortes concentrations
(8.1 % pour 1000 mg/l) et ceci peut étre expligaé e fait que cette derniere est pauvre en
monoterpénes oxygénés qui sont connus pour leupéuvoir antioxydantSoro etal. (2015)
ont signalé une activité biologique assez modém& PHE de khella provenant du Maroc
(Meknése).

Pour une concentration de 200 mg/l les capacitégxadantes de I'extrait se rapprochent
de celles du BHT (77.13% contre 80.63% pour le BHJ§ résultat est tres proche de celui de
Kabouche et Jay (2011)qui ont signalé une réduction du radical libre @7% pour une
concentration de 200 g/ml de I'extrait butanoligieekhella.

Cependant I'activité de piégeage du radical DPPHed¢rait éthanolique de khella reste
relativement faible (I6= 111,2+0,19ug/ml) en la comparant a celle entegjzarAmin et al.,
(2015) qui ont travaillé sur I'extrait méthanolique derhéme espéce (36 6pg/ml).

3.2.2 Mesure du pouvoir réducteur ferriqgue de Khell  a

Les résultats du pouvoir réducteur de I'huile eSsba et d’extrait de ¥6naga, du BHT

et d’acide ascorbique, exprimé par I'absorbanc@Cnm, sont illustrés sur la figure 43.
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Figure 43: Pouvoir réducteur de 'HE et d’extrait de Visnaga daucoidesju BHT et
d’acide ascorbique.Les valeurs dans la méme colonne avec des letffésedtes sont

significativement différente$2&0.05).

Le pouvoir réducteur de I'HE et d’extrait de I'espadeVisnaga daucoideainsi que celui
du BHT et d’acide ascorbique augmente en fonctefedrs concentrations.

Nous remarquons, gque le pouvoir réducteur derbitxtle khella est supérieur a celui de
son huile essentielle ou pour une concentratiob0femg/l d’extrait, ce dernier est de 0.320 alors
gu'’il ne dépasse pas 0.140 pour I'huile essenti€épendant la capacité réductrice de cet extrait
reste relativement faible par rapport aux extrdis autres espéces étudiées et ceci peut étre

expliqué par le fait que ce dernier posséde la falile teneur en polyphénols.
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3.4.0riganum floribundum

3.4.1 Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl
(DPPH)
» Cas des huiles essentielles

Les résultats de l'activité du piégeage du radieBPH des HE d’origan comparés a
celles du BHT et BHA sont illustrés dans la figdre
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Figure 44: Activité de piégeage du radical DPPH deslE d’'origan et celle du BHA et

BHT.Les valeurs dans la méme colonne avec des letiffésedtes sont significativement différentes
(P<0.05).
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D’apreés la figure 44, nous remarquons que les éehantillons d’origan ont une forte
activité de piégeage du radical DPPH et quicestparable a celle du BHT et BHA et ceci pour
les concentrations allant de 600-1000 mg/I.

Les fortes valeurs enregistrées pour ces deux étbas nous ont permis de déterminer

la concentration inhibitrice de 50% des radicabrels.

Tableau 20: Valeurs d'IC50 des HE d’origan et du BIT

Echantillon HE/substance "IC 50 (g/ml)
Lakhdaria 250 1.5

Origanum floribundum Maala 461.5+0.7
BHT 27.80+0.3

* : Concentration pour 50 % d’inhibition exprimées(eroyenne + écart type).

L’échantillon provenant de la région de Lakhdaressmontré plus actif que celui de
Maala et ceci pour toutes les concentrations. @stab est confirmé par les valeurs enregistrées
pour I'lCs.

En se réferent a la littérature, la valeur de §5l@ Origanum floribundunde Lakhdaria
est supérieure a celle rapportée plarzzit et al. (2006) qui ont travaillé sur la méme espéce
provenant déeHammam Mélouane et de Cheréas concentrations inhibitrices signalées par ces
auteurs sont respectivemé&#1.1 + 18.0 et 477.3 £ 18.0 mg/l.

Oke et al (2009)attribuent les différences d’intensité de piégedee radicaux libres par
les HE a la composition chimique de ces dernidbesce fait la forte activité de piégeage du
radical DPPH de I'HE d’origan peut étre expliquée pa forte teneur en thymol qui est supposé
jouer avec le carvacrol un role important dansiNéigt biologique d’'une HENlorteza-Semnani
et Rostami (2006) ; Suhaj (2006); Tepet al,( 2007%.

Selon Gabriel et al (2013), l'activité antioxydante des HE dépend de plusieurs
parametres a savoir : la structure des molécules raedation avec leurs propriétées
d’oxydoréduction et la présence des composés plgéesl comme le thymol, le carvacrol et
'eugénol.

> Cas de I'extrait
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Les valeurs d’activités de piégeage du radical DRBENues pour [I'extrait d’origan de
Lakhdaria et le BHT sont illustrées sur la figdte
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Figure 45: Activité de piégeage du radical DPPH didrait d’origan comparée a celle du
BHT

Nous remarquons que l'activité de piégeage du aadidPPH de I'extrait d’origan de
Lakhdaria est supérieure a celle du BHT et cecr pgsiconcentrations allant de 20 a 100 mg/l.
Ces résultats sont confirmés par les valeurs estrégs pour I'lGy(Tableau 21).

Tableau 21: Valeurs d’'IC50 d’extrait d’origan et du BHT

Echantillon Extrait /substance "IC 50 (g/ml)
Origanum floribundum Lakhdaria 18.5+0.:
BHT 27.80+0.3

* . Concentration pour 50 % d’inhibition exprimées(eBroyenne + écart type).
La forte activité antioxydante de |”extrait d’gan peut étre expliquée par sa forte teneur
en composes phénoliques. En effet ces derniersceastdérés comme d’excellents antioxydants
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leurs permettent d’agir comme des agents réductdorsateurs d’hydrogéne et inhibiteurs de

I'oxygene singulier et tripletPietta, 2000).

La capacité des flavonoides ainsi que des phéeotdsit a piéger les radicaux libres

important d’atomes

s’explique par leurs structures chimiques comportam nombre

d’hydrogéne, des groupements hydroxylés, des noghéryles qui seraient capables de capter

les radicaux libres en démobilisant leurs électe@ibataires Calliste et al.,2001).

ces d’origan

3.4.2 Mesure du pouvoir réducteur ferrique des espé

» Cas des huiles essentielles

Les résultats du pouvoir réducteur ferrique obteausc les HE d’origan comparés a

celles du BHT et d’acide ascorbique sont illusttéss la figure 46.
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Figure 46: Pouvoir réducteur des HE d’origan, du BHT et d’acide ascorbique.Les valeurs

dans la méme colonne avec des lettres différentassignificativement différente$€0.05).
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Parmi les deux espéces d’origan étudiées, celuaklbdaria enregistre le plus grand
pouvoir réducteur. Ce résultat a été précedemuousrstaté avec les résultats du test DPPH et
les valeurs enregistrés pour I'lC50.

La capacité réductrice la plus élevée est enrégigtour I'acide ascorbique suivi par I'HE
d’'origan de Lakhdaria lui-méme suivi par celui dadVa.

D’une maniere générale, les deux échantillonsigbor montrent un fort pouvoir
réducteur (2.52) et (1.61) & une concentration @@0g/l pour I'origan de Lakhdaria et de
Maala respectivement. Ce dernier est supérieuiud de BHT (1.30) a la méme concentration.
Ceci peut étre expliqué par la forte teneur en ausép phénoliqgues. Ces composés connus pour
leur pouvoir réducteur sont appelés reductonesolts capables de réduire le fer ferrique (Fe3
céder des électrons et transformer les radicaugdibctifs en des produits stablB®(man et
al., 2004, Singh esl., 2009.

» Cas d’extrait
Les résultats du pouvoir réducteur obtenus poutrbé d’origan de Lakhdaria comparés

a celles du BHT et d’acide ascorbique sont reptésetans la figure 47.
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Figure 47: Pouvoir réducteur d’extraitd’origan, du BHT et d’acide ascorbique.Les valeurs

dans la méme colonne avec des lettres différentgssgnificativement différente®€0.05).

D’aprés la figure 47, nous remarquons que l'ekil@rigan provenant de la région de
Lakhdaria a un pouvoir réducteur largement supéri@ucelui du BHT pour toutes les
concentrations. Cependant ce dernier reste infédida capacité réductrice de I'acide ascorbique.
Ce résultat confirme les valeurs trouvées pours§lGu nous avons enregistré degol@e 18.5

pa/ml pour I'extrait d’origan et 27.8 pg/ml pourB&iT.
4 Influence de Ila durée d’extraction sur I'activit e

antioxydante des huiles essentielles

L’activité antioxydante des huiles essentiellesridan de Maala extraites a différentes

durées a éte testée par les quatre tests suivant :

v' Mesure du pouvoir de piégeage du radical 2,2-dipk&picrylhydrazyl (DPPH) ;
v' Activité d’inhibition du radical positif ABTS ;
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v’ Activité d'inhibition de la peroxydation lipidiquear le test TBAR ;

v" Mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique erfdereux.

4.1.Activité d’inhibition du radical DPPH

Les résultats du pouvoir d’'inhibition (%) du radi€PPH par les différents échantillons

tes durées (Fig. @®ntrent que pour les concentrations élevées

huiles extraites pour différen

dl

(600-1000 mg/L), les HE obtenues pour des duréed0dmin et 1 heure sont les plus efficaces,

a I'antioxydant de synthése (BHPEY. contre pour les autres concentrations

t

méme par rappor

(100-400 mg/L) c’est ce dernier qui est le plusfa@es résultats sont contraires a ce qu’on

les plus actifs.

érés

hantillons les moinka&en thymol se sont avé

éc

les

attendait. En effet,
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Figure 48: Activité (%) d’inhibition du radical DPP H par le BHT et les HE extraites a

différentes durées (30 min, 1, 2 et 3 heureg)es valeurs dans la méme colonne avec des lettres

différentes sont significativement différent&s<0.05).
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4.2.Activité d’inhibition du radical positif ABTS "

Pour le radical ABTS, I'échantillon extrait pour 30in, et a un degré moindre celui
extrait pour 3 h, s’est avéeré le plus efficace pmutes les concentrations (Fig. 49). Donc, le
précédent résultat obtenu avec le radical DPPH as#irme ici. Néanmoins pour ce test
'antioxydant de synthése testé est le Trolox (églent synthétique de la vitamine E) qui est
connu pour étre un antioxydant énergique. Le Trahmus a obligé a le tester pour des
concentrations tres faibles (de 0.01 a 5 mg/L seefd). En effet, pour une concentration de 5
mg/L il fournit une activité¢ de 76.3% égale a cealle 400 mg/L de I'échantillon de 1h et
supérieure a celle de I'échantillon de 2 h. Pdewi$, pour cette méme concentration du Trolox
l'activité est supérieure a celles de tous les @dlans testés pour des concentrations inférieures

ou égales a 200 mg/L.
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Figure 49: Activité (%) d

(8Ain, 1,2 et 3 heures)Les valeurs dans la

tes sonffis@givement diff

essentielles extraites pour différentes durées

tesR<0.05).

eren

z

7

eren

lonne avec des lettres diff

méme co

iqgue par le test

la peroxydation lipid

4 .3.Activité d’inhibition de

TBARS

Le résultat du test des substances réactives idd dciobarbiturique (TBARS) (Fig. 50)

montre que I'échantillon extrait pendant de 30 eshdoué de la plus grande activité pour toutes

les concentrations a I'exception des deux plusldail25 et 50 mg/L) ou le BHT s’est montré

plus actif. Ce résultat est quelque peu similaireeax obtenus avec les tests d’inhibition des
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[é 'activité la

reveé

7

radicaux DPPHet ABTS" ol I'échantillon extrait pour une durée de 30 mi

plus importante, particulierement pour les conegitns relativement élevees.
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essentielles extraites pour différentes duréekes valeurs dans la m

différentes sont significativement différent&s<0.05).

ux

é

4.4 .Pouvoir r

ducteur du fer ferrique en fer ferre
A l'instar des autres tests, le pouvoir réductétig.(51) est dose-dépendant. Avec ce test

dents se confirment pour laeddeé30 minutes ou le pouvoir réducteur est le

écé

7

les résultats pr

plus important pour toutes les concentrations.aieaurs, I'échantillon extrait pendant 3 h a une

trés

é

€ une activit

z

ble. Le Trolox, utilisé comme témgositif a montr

7

€ apprécia

activit

importante, puisque pour une concentration de 1@JLmson activité est équivalente ou

lles de 1000 mg/L des échantilleashdiles essentielles.

Y

z

supérieure a ce
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Figure 51: Pouvoir réducteur du fer ferrique en ferferreux par le Trolox et les huiles

essentielles extraites pour différentes duréebkes valeurs dans la méme colonne avec des lettres

tes sont significativement différent®s(.05).

différen

x (IC50)

4.5.Concentrations inhibitrices de 50% des radicau

Les concentrations inhibitrices de 50% des radicdes différents échantillons (Tableau

| une meilleure activit@'ligile extraite pour une durée de 30 min, par

énéra

7

22) indiquent en g

rapport aux huiles extraites pour des durées phmgues. Cependant, les antioxydants de

synthése ont dans tous les cas montré une meikdiicacité. Mais, I'lGo ne donne pas une idée

demment,

€ préce

hantillon. En d&ffeomme nous I'avons relevé

un éc

compléte sur l'efficacité d’

les angOPour l'inhibition des TBARS et 600

mg/L pour le DPPH les huiles deviennent les pluses et leur efficacité avoisine le 100%.

érieures ou éga

7

pour des concentrations sup
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Tableau 22: Concentrations inhibitrices (mg/L técd type) de 50% des radicaux (IGg) du
BHT, du Trolox et des huiles extraites pour difféerates durées (30 min, 1h, 2 et 3h)

Echantillons 30 min 1h 2h 3h BHT Trolox
DPPH 335+1.8 | 341+2.3 |358.9+1.1| 461.5+0.7 | 27.8x0.3 ND
ABTS 23.06+0.4 | 190.91+0.9 | 194.05+0.6 | 33.98+1.3 ND 2.82+0.07
TBARS 49.9+0.1 | 99+0.0f 51.9+0.4 | 98.12+0.4 | 25.7+0.3 ND

Les valeurs dans la méme ligne avec des lettré&reliftes sont significativemedifférentes P<0.05).

5 Evaluation de [l'activité antimicrobienne des HE e t des

extraits

5.1.Activité antimicrobienne des HE des espéces ét  udiées

L’évaluation de l'activité antimicrobienne des éatillons d’huiles et d’extraits testés a
été faite sur des bactéries et des levures provedanla collection du laboratoire de
microbiologie du CRD-SAIDAL, ceci par la méthode sdaromatogrammes. Le pouvoir
antimicrobien des substances testées est obtenulapamesure des diamétres des zones
d’inhibition (mm).

L'échelle d’estimation de I'activité antimicrobieamst donnée paieena et Seth{1994)
et Ela et al., (1996. lls ont classé les diameéetres des zones d'inbibide la croissance
microbienne en 4 classes :

- Fortement inhibitrice lorsque : diametre de laed’inhibition> 28 mm ;

- Modérément inhibitrice lorsque : 16 mardiametre de la zone d’inhibition < 28 mm;
- Légerement inhibitrice lorsque : 10 mrdiamétre de la zone d’inhibition < 16 mm ;
- Non inhibitrice lorsque : diametre de la zonendibition < 10 mm.

Le tableau 23 représente les résultats du testibiagramme des HE sur les souches
testees.
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Tableau 23: Diametre des zones d’inhibitions (en mjrdes HE d’origan, de sarriette et de

germandrée
HE Origan Origan Sarriette Germandrée Germandrée
Lakhdaria Maala El Affroun Boussaada Kadiria
Souches
Bactéries Gram +
Staphylococcus 79.0+1.8 45.05+1.72  40.66+0,57 35.3+0.6 29.33+1.59
aureus
Enterococcus ND ND 15.66+0.57 13.66+0.57 12+1°
faecium
Bacillus subtilis 55.0+1.0 35.66+1.53 2041 22.0+1.6 18+1°
Bactéries Gram-
Pseudomonas 31.0+1.0 22.17+1.2 10.33+0.57 R R
aeruginosa
Escherichia 34.#L.T7 29.79+2.28  16.33+0.57 14.66+0.57 13.33+1,18
coli
Klebsiella 50.0+2.6  42.2+0.7 19.66+1,53 14.7 + 0.6 12.53+0.57
pneumoniae
Bordetella ND ND ND 13.66+0.57 11.66+1.15
bronchiseptica
Levures
Candida 52.7+2.58 43.23+1.18 11.33+0.57 13.7+0.6 R
albicans
Saccharomyces ND ND 17.33+0.57 13.33+0.57 10.33+0.57
cereviceae

Les valeursdans la méme ligne avec des lettredrdiffes sont significativement différentes (P<Q.05)
ND : non déterminé. R : Résistante

D’apres les valeurs du tableau 26 et selon I'éel@tée paMeena et Sethi(1994) etEla
etal., (1996 les résultats obtenus peuvent s’interpréter cersuit :
» Cas des bactéries Gram+
Les HE d'origanum floribundumdes deux régions ont montré des activités fortement
inhibitrices suiStaphylococcus aurewtBacillus subtilis
Les HE deCalamintha nepeteet de Teucrium poliumont manifesté des activités
inhibitrices : fortes sur I&taphylococcus aureusnodérées suBacillus subtiliset 1égeres sur

Enterococcus faecium
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Parmi les bactéries gram+ testées, la so&thphylococcus aurewssest montrée la plus
sensible envers les HE étudiées, tandisknterococcus faeciutait la plus résistante.

Parmi les HE testées, celles de I'origan ont manieé plus fortes activités inhibitrices envers
'ensemble des souches testées.

» Cas des bactéries Gram

L'HE d'Origanum floribundurde Lakhdaria a montré une forte activité inhibérisur
'ensemble des souches testées. Celle provenantabda a aussi une activité fortement
inhibitrice sur la quasi-totalité des souches smufr pseudomonas aerugenosa cette derniere
était modérément inhibée.

L’HE de Calamintha nepeta’est montré modérément inhibitrice dascherichiacolet
Klebsiella pneumoniaet légérement inhibitrice sidiseudomonas aeruginosa.

Les HE de germandrée ont montré une activitérédgent inhibitrice suEscherichia
coli, Klebsiella pneumoniaeet Bordetella bronchisepticaalors qu’elle n’a aucun effet sur
Pseudomonas aeruginasa

Parmi les bactéries Gram- testées, la soidblesiella pneumoniag’est montrée la plus
sensible envers les HE étudiées, alorsRgeudomonas aeruginogtait la plus résistante.

Les HE d’origan ont montrés les plus fortes adwiinhibitrices sur I'ensemble des
bactéries Gram- testées.

» Cas des levures

Les HE d’Origanum floribundunont une forte activité inhibitrice s@andida albicans
L'HE de Calamintha nepetaa une activité modérément inhibitrice enve&accharomyces
cereviceaeet légerement inhibitrice s@andida albicans

L'HE de germandrée de Boussadda a une activitédggnt inhibitrice sur les deux
levures testées, alors que celle de Kadiria estesfi@t inhibiteur sutCandida albicans

D’apres les résultats représentés dans le tabgano2s constatons que les HE d’origan
ont les plus fortes activités antimicrobiennes; petit s’expliquer par leurs richesse en phénols
auquel on attribue généralement une forte actibibitnice (Faleiro etal., 2005)

Le thymol qui est le composé majoritaire des despeees ddriganum floribundunest
considéré comme étant biocide, il provoque desugmations au niveau de la membrane

bactérienne et ceci s’accompagne de pertes d’ATHats potassium K+ et enfin la mort de la
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bactérie(Ultee etal., 1999; Knowles etal., 2005) cependant, il est probable que les composés
minoritaires agissent de maniere synergi@wahlou, 2004)

Rossi etal. (2007)ont testé I'effet antimicrobien de I'HE d@alamintha nepetde Corse
sur quatre souches bactériennes. lls rapportenStamhylococcus aurelwest la bactérie la plus
sensible a cette huile alors geseudomonas aeruginosast montré la plus résistante, ce qui est
en accord avec nos résultats.

Les travaux réalisés pdfabouche et al. (2005) montrent queBacillus subtilis est
résistante a 'HE d&eucrium polium subsp. aurasiacaiors que les bactéries Gram- montrent
une grande sensibilité a cette huile ce qui n'astgn accord avec nos résultats.

Selon Valero et Salmeron (2003)et Pibiri (2006), il est tres difficile de faire une
comparaison entre les résultats trouvés et cewportgs par la littérature et ceci en raison de : la
nature du matériel végétal, son origine géogramhida saison de cueillette, le procédé
d’extraction, la nature des souches testées, lethoaes utilisées pour estimer l'activité
antimicrobienne, les milieux de culture employ@squalité des souches testées, etc. En effet la
qgualité des souches microbiennes est déterminante lp valeur de I'essai, car celles-ci sont
l'instrument de mesure dans la méthode de détetimimee I'activité d’'un produit antimicrobien
(Fleurette et al., 1995).

D’une facon générale, ce que nous pouvons dirst gee les HE des trois espéces de
lamiacées (Origan, Sarriette et Germandrée) possadaige activité antimicrobienne a des degrés
variables sur la majorité des especes étudiées. €cdi a leurs richesses en composeés
oxygénés. Cependant les HE d’origan qui sont rigmephénols sont les plus actifs. En effet les
composés chimiques de plus grande efficacité dus lprge spectre sont les phénols (thymol,
carvacrol et eugénol), les alcootstérpineol, 4-terpineol, linalol), les aldéhydess Icétones et
plus rarement les terpen@osentino etal., 1999; Dorman et Deans, 2000)

SelonChang et al (2001)etOussalahet al (2007) le pouvoir antimicrobien des HE est
en relation directe avec plusieurs parametres airsaka nature des composes majoritaires, la
concentration de ces composeés, la nature et lztgteu des groupements fonctionnels et
l'interaction probable entre les différents constitts (synergie).

Staphylococcus aurewssest avérée la plus sensible des souches testies,sensibilité
accrue est confirmée par les travauxQikan et al. (2003); Pibiri (2006) ;Kabouche etal.
(2005)
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Pseudomonas aeruginog@ant a elle s’est montré la plus résistante dash&s testées.
Cette résistance est due a la capacité de celefdrmer un biofilm. Ce dernier est une
organisation complexe, composée de différentesestidans lesquelles les bactéries se trouvent
dans des états physiologiques spécifiques a lauat®in. Ainsi, toute la population bactérienne
n'est pas exposée simultanément et identiguemepitaalwit (Pibiri, 2006).

Ainsi donc, et d’apres les résultats trouvés ort gee que les bactéries Gram+ sont plus
sensibles que les Gram-, ce qui est en accordlesdé@vaux d€osentino etal. (1999);
De Billerbeck (2000) ; Hayouni etal. (2007) La faible sensibilité de ces dernieres est armett
en relation avec la présence d’'une seconde membipopolysaccharidique jouant un role de
barriere vis-a-vis des HEChao et al.,, 2000) Tandis que les substances antimicrobiennes
peuvent facilement détruire la membrane cytoplasmides bactéries Gram+ et provoque ainsi la
sortie du contenu cellulaif®&han etal., 2007).

5.2.Comparaison de l'activité antimicrobienne de |  ’extrait d’origan

avec celle de son HE

Les résultats de l'activité antimicrobienne de ek d’origan provenant de Lakhdaria
compares a celles de son HE sont représentésaltatddau 24.

Tableau 24: Diameétre des zones d’inhibitions (en mnde I'HE et d’extrait d’origan de
Lakhdaria

Origanum floribundum

Souches microbiennes

HE Exita
Bacillus subtilis 55,0+1,0 23,0+ 1,0
Staphylococcus aureus 79,0+1,0 34,7+ 0,6
Pseudomonas aeruginosa 31,0+1,0 22,3+0,6
Klebsiella pneumonia 50,0 + 2,0 11,7+£0,6
Candida albicans 52,7+2,5 9,7+1,1

D’aprés les valeurs représentés dans le tableat 2dlon I'échelle citée pafeena et
Sethi (19949 et Ela et al., (1996, nous constatons que I' extraitGtiganum floribundunde
Lakhdaria a une activité fortement inhibitrice sttaphylococcus aureusiodérément inhibitrice
surBacillus subtiliset Pseudomonas aeruginodagérement inhibitrice sulebsiella pneumonia
et non inhibitrice surCandida albicans

121



Etude expérimentale Chapitre 1 : Rétmts et discussion

Les HE d’origan se sont montrés plus actif queshdgaits éthanoliques, en effet la levure
Candida albicangui était tres sensible a I'HE elle s’est montrégistante a I'extrait. Cependant
d’'une facon générale I'extrait d’origan a un bompair antimicrobien envers la quasi-totalité des
souches bactériennes. La bactérie Grdmseudomonas aeruginossiest montré sensible a
I'extrait d'origan 2,3 £ 0,6)alors que cette derniére a la réputation d’é&e tésistante a toute
sorte d’agents antimicrobiens et antibiotiqPgiri, 2006) et le traitement de telles bactéries
nécessite des concentrations considérables d’agetitsicrobiengDe Feo efal., 2003)

L’activité antibactérienne de I'extrait d’origanrag probablement attribuée a sa richesse
en composés phénoliques (250+3.7 de phénols taaud80+0.9 de flavonoides). Plusieurs
auteurs ont rapportés que les composés phénolitpuesrtaines plantes inhibent la prolifération
de plusieurs microorganismes pathogefiém et al., 2005; Shan etal., 2007)Cette activité
dépend essentiellement de la concentration en eegpasés(Furneri et al., 20039.D’aprés
Taguri et al (2004)la sensibilité des bactéries aux polyphénols déplentespece bactérienne

et de la structure des composés phénoliques.

6 Influence de la durée dextraction sur [activité
antimicrobienne des huiles essentielle d’Origan

Afin d’étudier l'influence de la durée d’extraaticur I'activité antimicrobienne des HE
d’origan de Maala nous avons réalisé une étudetgtnad et quantitative des échantillons d’'HE
extraites a différentes durées (30 min, 1h, 2hhgtsdir une levureGandida albicany deux
bactéries a Gram + Bécillus subtilis et Staphylococcus aureuset une bactérie a Gram -
(Escherichia co).

6.1.Etude qualitative de l'activité antimicrobienn e

Les résultats obtenus relatifs aux diametres deesxal’inhibitions des HE d’origan
extraient a différentes durée en utilisant le tstl'aromatogramme sont représentés dans le
tableau 25.
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Tableau 25: Diamétres des zones d’inhibition (en m) des HE d’Origan.

Souches 30 min 1h 2h 3h
Staph. Aureus ~ 49,79+2,8 42,14+2 57 39,28+1,84 45,05+1,7%°
Bacillus subtilis ~ 39,50+1,47 32,8+0,83¢ 31,64+0,34 35,661,538
Escherichia coli ~ 23,56+1,94 23,68+2,02 26,20+0,58° 29,79+2,28
Candida albicans  45,61+1,2% 27,60+0,67 27.50+0,74 43,23+1,16

Les valeurs dans la méme ligne avec des lettré&reliftes sont significativement différentes (P<p.05

Le test d’aromatogrammes a révélé que sur I'ensembt souches testées, la bactérie
Gram- E.coli) a été la moins sensible a toutes les huilesagticplierement a celles moins riches
en thymol (30 min et 1 h). Pour toutes les auteesdsies, les huiles extraites pendant 30 min et 3
h, c'est-a-dire la moins riche et la plus richetgymol, ont été les plus efficaces. Ce résultat
suggere que l'efficacité n’est pas liée uniquenzetda teneur de ce composé auquel on attribue,

généralement, un réle majeur dans l'activité bimlag des huiles qui le contiennent.

6.2.Etude quantitative de I'activité antimicrobien ne

Afin de confirmer les résultats trouvés précédentrdans I'étude qualitative, nous avons
procédé a la détermination des concentrations ralegrinhibitrices (CMI) et des concentrations
minimales bactéricides et fongicides (CMB/ CMF) dé&rents échantillons d’'HE d’origan vis-
a-vis des souches microbiennes sensibles.

Les valeurs des CMI, CMB/CMF sont représentéesbleau 26.
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Tableau 26: Concentrations minimales inhibitrices,bactéricides et fongicides des huiles

extraites pour différentes durées.

Souches NE 30 min 1h 2h 3h

ATCC Gram | CMmI CMB/| CMI CMB/ | CcMmI CMB/| CMI  CMB/

CMF CMF CMF CMF

Staphylococcus  goag | 0125 0128 05 08 05 0% 0125 .25
aureus
Bacillus subtilis 9372 + 0,5 0.5 0,5 0.5 0,5 0.5 0,5 0|5
Escherichia coli 4157 - 0,5 0.5 0,5 0.5 0,5 0.5 0,5 0}5
Candida albicans 24433 0,25 0.5 0,5 0.5 0,5 0.% 0,25 Q.25

L’ensemble des souches testées ont subi une dudiciériostatique et bactéricide ou
fongicide a des concentrations différentes. Legwal de CMI et CMB/CMF se situent entre
0.125% et 0.5%. La concentration minimale bactéei@t /ou fongicide est souvent égale ou plus
élevée que la CMI. Les résultats de la CMI fontaapjire une meilleure efficacité des huiles de
30 min et 3 heures pour toutes les souches miciobge En effet les plus faibles valeurs de CMI
sont enregistrées pour ces deux échantillons ceapfirment les résultats trouvés pour le test
d’aromatogramme.

La sensibilité deStaphylococcus aureus tous les échantillons est confirmée avec les
valeurs de CMB les plus faibles.

En conclusion, d’apres les résultats d’activitéinaiorobienne et antioxydante des HE
d’'origan extraites a différentes durées on peut dine la distillation prolongée est nécessaire
pour connaitre la composition chimique tant qualita que quantitative la plus complete que
possible d’'une plante. L'activité biologique d’uheile dépend beaucoup du temps d’extraction,
de sa composition chimique, de la nature de latplah du matériel biologique sur lequel elle
sera appliquée. En effet, I'activité antioxydaneel'tiuile essentielle de sauge extraite durant 30
min, 1h, 2 et 3 h a donné des résultats différdatsnétres, puisqu’elle variait beaucoup d’'une
méthode d’évaluation & une autMiguel et al., 2011. Pour leur partZheljzkov et al., (2012
rapportent qu'il

n'y a aucun changement significatans [lactivité antioxydante et

antimicrobienne des huiles essentielles d’origaraérs a différentes durées.
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7 Activité anti-inflammatoire des HE dorigan et de
germandrée

L’activité anti-inflammatoire évaluée par la métieoginzymatique montre que les huiles
essentielles d'origan de Lakhdaria et de germandeteBoussadda possedent des activités
d’inhibition de la 5-lipoxygénase (Tableau 20huile essentielle @®riganum floribundurnest
plus active que celle @riganum vulgargICso= 264.2 pg/mLYAlbano etal., 2012).L’'HE de
cette derniére est différente de la notre dan®s®aosition; elle est moins riche en thymol(14%)
et plus riche eny-Terpinéne(49%).Cependant notre huile reste moins active giacide
nordihydroguaiaretique (NDGA) utilisé comme témpositif.

Sosa efal., (2001) et Kang etal., ( 2008)ont signalé que les sesquiterpenes sont connus

pour leurs activités anti-inflammatoires élevées.

Tableau 27: L’activité anti-inflammatoire de NDGA et des HE exprimé en IC50

HE/substance “IC s (Hg/mL)

T.poliumsubsp . capitaumBoussaada 482.52+0.73

O.floribundumLakhdaria 125.7+7.3

NDGA 63.445.1

* Concentration pour 50 % d’inhibition exprimées(Broyenne + écart type).

8 Etude de l'effet de l'irradiation sur les huiles essentielles
d’ Origanum floribundum

Dans le but d'étudier I'influence de l'irradiatiopar les rayonnements gamma sur le
rendement et la composition chimique des HE d'origaus avons irradié I'espece avec les
différentes doses (0 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 20 kG8@KGYy).

8.1.Effet de l'irradiation sur le rendement en HE

Pour les différentes doses d'irradiation les rengleisien HE ddriganum floribundum

sont représentés dans la figure 52.
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Figure 52 Rendemens d’extraction en HE d’origan traité a différentes doses

Nous remarquons que le meilleur rendement a étégmtré pour 'HE d’origan no
irradié (4.5 %) suivi de prgsar celled’origan irradié a 20 kGy (4.2%).

Pour lesautres doses de traitement (5 kGy, 10 kGy etGy) les quantités d’'Hlextraites
sont inférieuresa celle de l'origan non traitée. Les rayonnemegdsnma causent d
modifications au niveau desembrane cellulaires des feuilles ce qui modifie la quantité dié
extraite Dhanya etal., 2011.Cependant les résultats trouvésr@ieignen pas ceux d&hiago
et al., (2013)Ces auteurs ont enregistré une qué plus grande en HEde feuilles
d’Echinodorus macrophyllusradié par rapport a celle n-irradié.

Fatemi et al., (2015)quanta eux n’ont pas signalé une différera® rendement en HE
Zataria multifloraBoiss irradiée et nc-irradiée.

8.2.Effet de I'irradiation sur la composition chimique

Les résultats dd’identification sem-quantitative par CG et CG/SM des compc
chimiques des huiles essentielle<Origanum floribundumirradiée adifférentes doses sont
représentés dans le tableaue2®s chromatogrammes sont illustdans la figure &.
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Tableau 28: Composition (%) des origans irradiés aifférentes doses (0, 5, 10, 20 et 30

kGy)

o . Origans irradiés
N Composes IR —5kGy 5kay ; 10kGy  20kGy  30kGy
1 Isovaleric acid 827 t - - - t
2 (E)-2-Hexenal 853 t - - - t
3 3-Heptanone 890 t t t t t
4 Tricyclene 923 t - - t t
5 a-Thujene 928 0.8 t t t 0.3
6 a-Pinene 936 0.6 0.1 t 0.1 0.3
7 Camphene 951 0.1 t t t t
8 Sabinene 973 t - - - t
9 B-Pinene 978 0.2 t t t 0.1
10 1-Octen-3-ol 981 0.8 1.8 1.8 1.2 0.8
11 3-Octanone 985 0.1 0.1 0.1 0.6 0.3
12 B-Myrcene 990 1.7 1.0 0.8 0.4 1.0
13 3-Octanol 993 t 0.1 0.1 t 0.1
14 a-Phellandrene 1004 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
15 0-3-Carene 1011 0.1 t t t 0.1
16 a-Terpinene 1017 0.7 0.9 0.3 0.7 14
17 p-Cymene 1024 25.2 17.2 8.0 12.6 19.6
18 Limonene 1029 0.3 0.2 0.1 0.2 0.2
19 B-Phellandrene 1030 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
20 1,8-Cineole 1032 0.2 0.2 0.3 0.2 0.1
21 cisf3-Ocimene 1038 0.1 t t 0.1 0.1
22 transB-Ocimene 1048 t t t 0.1 0.1
23 y-Terpinene 1060 20.6 11.6 7.3 13.4 17.8
24 cis-Sabinene hydrate 1067 0.3 0.7 0.8 0.6 0.4
25 1-Nonen-3-ol 1087 t 0.1 0.1 0.1 0.1
26 a-Terpinolene 1089 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
27 p-Cymenyl 1090 t t t 0.1 0.1
28 trans-Sabinene hydrate 1098 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
29 Linalool 1100 1.0 2.0 2.5 2.0 1.3
30 Borneol 1167 t 0.2 0.2 0.1 0.1
31 4-Terpineol 1177 0.2 0.7 0.7 0.4 0.2
32 p-Cymen-8-ol 1184 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1
33 a-Terpineol 1190 0.2 0.5 0.6 0.4 0.3
34 cis-Dihydrocarvone 1201 t t - t 0.1
35 Thymol methylether 1234 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1
36 Carvacrol methylether 1243 0.3 0.9 1.0 0.6 0.4
37 Thymoquinone 1260 t t t t t
38 Thymol 1290 37.6 45.9 59.8 51.1 45.6
39 Carvacrol 1300 3.3 5.2 54 4.6 3.7
40 a-Copaene 1376  t t t t t
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41 B-Caryophyllene 1420 0.4 1.7 1.7 11 0.8

42 B-Gurjunene 1426 t - t - -

43 a-Bergamotene 1435 t t t t

44 Aromadendrene 1441 t t t t t

45 a —Humulene 1453 t 0.1 0.1 0.1 0.1

46 (E)-B-Farnesene 1490 t 0.1 0.1 0.1 t

47 a —Muurolene 1499 t t t t t

48 -Bisabolene 1508 0.1 0.2 0.3 0.2 0.1

49 y-Cadinene 1514 t 0.1 0.1 0.1 0.1

50 d-Cadinene 1523 0.1 0.1 0.3 0.2 0.1

51 Spathulenol 1575 0.1 0.1 0.1 0.1 t

52 Caryphyllene oxide 1581 0.6 1.4 1.7 1.2 1.0

53 Palmitic acid 1982 t t t t -
Total (%) 96.4 93.8 95.1 93.3 97.4
Monoterpénes 51 315 17.1 28.2 41.5
Monoterpénes oxygénés 43.2 56.6 715 60.1 52.4
Sesquiterpenes 0.6 2.2 2.6 1.8 1.2
Sesquiterpenes oxygenés 0.7 14 1.8 1.3 1.0
Autres 0.9 2.1 2.1 1.9 1.3

Composés classés par ordre d’élution par rapplarcalonne HP 5MS ; IR= indices de rétentionstifsla la série
de n-alcanes £C,s5 ; t=trace (<0.1%) ; Identification : IR : par coarpison des indices de rétention calculés par
rapport a ceux de la bibliographie, MS : comparaides spectresde masses par rapport a ceux deitaglaphie et

a ceux fournis par la banque de spectres inforgmif®Viley 7 et NIST 2005). Quantification des tensexelatives
(%) des composés en GC-FID.
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Figure 53: Chomatogrammes successifs des huilesadiées a différentes doses (0, 5, 10, 20
et 30 kGy)

L’'analyse par CG et CG/SM des HEQi#iganum floribundumirradiée a différentes
doses a permis lidentification de 53 composésesmondant a des teneurs de 96.4%, 93.8%,
95.1%, 93.3% et 97,4% de I'ensemble des HE injsctéspectivement pour les doses (0 KGy,
5kGy, 10kGy, 20kGy et 30kGy). Les composées mopeétagues et surtout les monoterpénes
oxygéneés constituent la quasi-totalité des HE.

D’aprés les résultats obtenus nous constatons 'quedibtion par les rayonnements
gamma influe quantitativement et non qualitativememr la composition chimique des HE
d’origan. Ce méme résultat a été enregistré aupatgparZantar et al., (2015 qui ont travaillé

sur la composition chimiques des HE d@hymus vulgariset Mentha pulegiumirradiées a

129



Etude expérimentale Chapitre 1 : Rétmts et discussion

différentes doses (10 kGy, 20 kGy et 30 kGy). Cdpen quelgues composés a I'état de traces
(sabinene, carvon@;Gurjunene, etc.) ne sont pas présents dans tedstantillons.
Cette influence quantitative et surtout enregispgéaer les quatre composés majoritaires

présents dans tous les échantillons d’HE (takgwu

Tableau 29: Comparaison des teneurs (%) des compasénajoritaires des HE d’origan

irradié

w 0 kGy 5 kGy 10 kGy 20 kGy 30 kGy
p-Cymene 25.2 17.2 8.0 12.6 19.6
y-Terpinene 20.6 11.6 7.3 13.4 17.8
Thymol 37.6 45.9 59.8 51.1 45.6
Carvacrol 3.3 5.2 54 4.6 3.7

Nous remarquons que la teneur en hydrocarbures terp@niques est plus élevée pour
I’échantillon d’origan non irradié, alors que lesmaterpenes oxygenes sont présents en quantités
plus grandes dans les échantillons ayant subiaiternent d’irradiation.

Nous constatons que lirradiation a fait augmefgegeneur du composé principale qui est
le thymol. Ce dernier fait partie des molécules ##s présentant les plus fortes activités
antioxydantegGabriel et al.2013).En effet, si nous essayant de corréler I'actiaitéioxydante
des huiles essentielles avec leurs compositiomaighbes ; des études ont montré qu’'une forte
teneur en composés monoterpeniques réduit I'&etie piegeage des radicaux libres et un effet
inverse est observé en présences des composédighésdels que le thymol et le carvacrol
(Aidi Wannes et al,2010).Cependant cette augmentation n’est pas propogiEnaux doses
d’irradiation, la teneur la plus éleve en thymdl@&wregistré pour I'échantillon irradié a 10 kGy.

Machhour et al., 2011ont montré aussi que l'irradiation affecte quatiement et non
gualitativement la composition chimique de I'HE Mentha peperitarradiée a des doses allant
de 0.5 &4 2.66 KGy.

Antonelli et al.,, (1998) ont constaté que les rayonnements gamma augmentent
significativement la quantité du linalol dans I'HIe basilic irradié. Pour notre HE e linalol fait
partie des composés minoritaire et la teneur |ls @ievée de ce dernier est enregistré pour

I'échantillon irradié & 10 kGy.
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D’'un autre cote, Haddad et al., (2007) et Seo etal.,, (2007) ont trouvé que la
composition chimique n’est pas affectée par leein@ent d’irradiation gamma.

Cette difference dans les résultats obtenus paaudesirs peut étre expliqué par le fait que
I'effet de l'irradiation sur la composition chimigulépend des doses et de la durée d’irradiation,
du type de la plante et du mode d’extractibladdad etal., 2007) Ces auteurs rajoutent aussi
gue les mémes composes peuvent étre affecté difféemt selon I'espéce étudiée.

Concernant I'activité biologique des plantes iréadi ;Perez etal., (2011) n’ont pas
enregistré une différence significative dans laetenen composés phénoliques et le pouvoir
antioxydant de I'extrait I'origan irradiée a 30 k@y celui non-irradiéFatemi et al., (2015) a
leurs tours ont constaté que l'irradiation gamnsapas affecté I'activité antimicrobienne de I'HE
de Zataria multiflora

Aouidi et al., (2011) ont traité les feuilles d’olive par les rayonnernsegamma et d’aprés
les résultats obtenus ont conclu que ce traitemu@éiore la qualité microbiologique des feuilles
sans altéré leurs teneurs en composés phénoligggjae leurs propriétés antioxydantes.

Il serait donc intéressant d’étudier l'influence dlaitement par lirradiation gamma sur

certaines activités biologiques des différents atithans d’origan irradié.
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Conclusion

Actuellement, il existe une grande inquiétude sudanger que peuvent présenter les
conservateurs chimigues dont beaucoup sont suspectiison de leurs actions cancérigenes et
allergenes ou de leur toxicité résiduelle. C’estirpcela que le consommateur soucieux de sa
santé, commence a prendre conscience de l'impat@uncetour au naturel.

A cet effet et dans le cadre de la valorisatiorladBore spontanée poussant en Algérie,
nous avons mené un travail qui consistait a étuliecomposition chimique et l'activité
biologique des substances naturelles extraiteBederium poliunmsubsp capitatum Calamintha
nepeta, Visnaga daucoidesOriganum floribundum.

Dans un premier temps nous nous sommes intéradsddraction et a la caractérisation
phytochimique des huiles essentielles et des éxtrain volatils de plusieurs échantillons de
plantes étudiées ainsi qu'a I'évaluation de lewsvpirs antioxydants, antimicrobiens et anti-
inflammatoires.

Ensuite nous avons choisis I'espéce d’origan emgigma I'Algérie pour approfondir
notre recherche par I'étude de linfluence dedete d’extraction sur la composition chimique et
I'activité biologique des huiles essentielles d'peet et d'une autre part nous avons procedeé a
'application d’un traitement de décontaminationdet conservation qui est I'irradiation par les
rayonnements gamma et nous avons étudié l'influetheece traitement physique sur la
composition chimique de cette espéce.

L’analyse par CG et CG/SM des l'huiles essentialleggermandrée des trois régions a
montré une composition similaire qui differe uniment dans la teneur en leurs constituants. Le
t-Cadinol (18,3%) est le principal composé de I'HEE Boussadda suivi de pres par le
Germacrene D (15,3%) et If-Pinene (10,5%); tandis que ces deux derniers sont
majoritairement présent dans HE de Kadiria et delafaespectivement avec des teneurs de
20.4%-18.5% pour le Germacrene D et 17% -15.4% ledi+Pinene.

Pour les huiles extraites de sarriette, les mopéters oxygénés constituent la quasi-
totalité des huiles essentielles des deux échamgillLes deux composés majoritairement présents
sont le pulegone (39,5%- 45.9%) et le neo-mentB8%{ -18.10%) respectivement pour I'HE
d’El Affroun et de H. Melouane.
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L’huile essentielle de khella est caractérisédgpdominance du Cembrene C enregistrant
une teneur de 57 % suivi par le linalol (14,0 %) Amylisovalerate (3,0 %). Le reste de I'huile
est constitué par un grand nombre de composéslelguurcentage reste inférieur ou égale a
1 %.

D’une maniere générale, les fortes teneurs en pélypls ont été enregistrées avec
I'extrait d’origan. En se référant a la littératutes résultats enregistrés pour cette espece sont
supérieurs a ceux rapportés par d’autres auteurs.

Concernant l'activité antioxydante des HE des quaispeces étudiées, linhibition du
radical DPPH exprimée en termes de concentratiobiince de 50% des radicaux @g, n'a été
évaluée que pour les HE d’origan des deux régitenst éonné que pour les autres huiles cette
grandeur ne pouvait pas étre atteinte. Cependdiet de Lakhdaria s’est montré plus active
(IC5¢=250 mg/l) que celle de Maala g&461.5 mg/l).

Par contre, les extraits éthanoliques ont monigéactivité de piégeage du radical DPPH
beaucoup plus élevée que celle des HE et compaaabtecelle du BHT. Ce fort pouvoir serait
attribué a la forte teneur des extraits en comppkénoliques.

Les HE et les extraits étudiés ont montré une adtidibitrice envers la majorité des
souches microbiennes testées. Dans la quasi-fotl# observations, la bactérie Gram positive
Staphylococcus aureus été la plus sensible contrairement a la GranativgPseudomonas
aeruginosaqui était la moins sensible.

Les HE d'origan ont les plus fortes activités mmtrobiennes parmi toutes les huiles
testées, ceci peut s’expliquer par leurs richessethymol auquel on attribue généralement une
forte action inhibitrice.

Concernant I'activité anti-inflammatoire, les HEe @eucrium polium ed’Origanum
floribundum possédent une activité inhibitrice de la 5-lipg&gase mais celle d’origan est plus
intéressante avec un dgéde 125.7 pg/ml qui est supérieur a celles des Hittds especes
d’origan.

L'étude de l'influence de la durée d’extraction $es HE d’origan nous a permis de
constater que :

La totalité des composés identifiés est extraitbaut d’'une heure et que le thymol (32.7-
45%), y-terpinene (19.9-28.7%) et p-cymene (15.5-23.1%} swajoritairement présents. Mais
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certains composeés, particulierement les sesquitegpgui sont moins volatils, ne sont extraits
guantitativement que pour les longues durées (3 dweures) nous considérons donc que la
distillation prolongée est nécessaire pour conmd#rcomposition chimique tant qualitative que
guantitative la plus compléte que possible d’urmeid.

Les concentrations inhibitrices de 50% des radidéwes (DPPH, ABTS et TBARS)
indiquent en général une meilleure activité de ilhextraite pour une durée de 30 min, par
rapport aux huiles extraites pour des durées phmgues. Cependant, les antioxydants de
synthése ont dans tous les cas montré une meikdiiracite.

Le test d’aromatogrammes ainsi que les valeurs Mé & CMB/CMF (entre 0.125% a
0.5%) ont révelé que les huiles extraites pour 80eh3 h, c'est-a-dire la moins riche et la plus
riche en thymol, ont été les plus efficaces. Cailtés suggere que l'efficacité n'est pas liée
uniquement a la teneur de ce composé auquel dbuattgénéralement un rdle majeur dans
I'activité biologique des huiles qui le contiennent

L’activité antimicrobienne des HE est hautementeméante de leurs compositions
chimiques (principalement les phénols). Il est oglaat probable que les composés minoritaires
agissent de maniere synergique. De ce fait, lauvaleine HE tienne a son « totum », c’est a
dire a l'intégralité de ses composants et non seeié a ses Composes majoritaires.

Les résultats obtenus lors de I'étude de I'effétradiation sur la composition chimique
des HE montrent que [irradiation par les rayaneats gamma a une légere influence
guantitative et non qualitative sur la compositil@s HE d’origan. Cela veut dire que l'irradiation
n'affecte pas la qualité des huiles. Il serait domniéressant d’utiliser ce mode de traitement pour
la décontamination et la conservation des épicedest plantes aromatique a fort pouvoirs
biologiques en vue de leur commercialisation.

L’étude détaillée des huiles essentielles et dstragste un travail de longue haleine. I
peut étre constamment amélioré par les techniqeesraction, de séparation et d’identification
et reste lié au fait que la composition chimiquecds substances bioactives dépend énormément
de divers facteurs dont I'environnement pédoclimagi les facteurs génétiques, I'age de la
plante et les quantités relatives des partie®taitle la plante.

Les présents résultats restent néanmoins prélirmmagt ouvrent des perspectives

intéressantes a exploiter notamment par :
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L’'étude de linfluence du traitement par lirrad@ gamma sur certaines activités
biologiques des HE d’origan.

Approfondir I'analyse de la composition chimiquesdgifférents extraits obtenus, afin
d’identifier les composeés bioactifs;

Isoler les composés principaux et comparer leuny@ios antimicrobiens et antioxydants
avec ceux des HE et extraits ;

Tester I'activité antioxydante et antimicrobierinevivo dans un aliment sélectionné pour

permettre leurs utilisations comme de nouveauxtagamservateurs naturelles.
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Résumé

Dans le but d'étudier le pouvoir biologique desstabces actives des plantes aromatiques et mdégiafin de
substituer les conservateurs chimiques ; nous somsnes intéressés a quatre espéces a sakircrium polium
subsp.capitatum Calamintha nepeta, Origanum floribundumt Visnaga daucoided.’analyse qualitative et semi-
quantitative des huiles essentielles extraiteshpdrodistillation a été réalisée par CPG et CG-SMais a permis
d’identifier et de quantifier les constituants des chuiles. En ce qui concerne les extraits obt@aunssoxhlet, le
dosage des composés phénoliques a montré que esrslgpossedent des teneurs intéressantes enhpalyis.
L'évaluation de l'activité antioxydante des huilessentielles et extraits a montré que ces dernparsseédent un
pouvoir antioxydant qui est en relation avec lexospositions chimiques et que les extraits sorg phtifs que les
huiles. Parmi les especes étudiées l'origan stemttré la plus active avec un fort pouvoir anticeayt] anti-
inflammatoire et antimicrobien. D’aprés les rédsltabtenus pour les échantillons d’huiles esséasiadxtraites a
différentes durées, nous avons conclus que ldldigth prolongée est nécessaire pour connaitreolaposition
chimique de l'huile essentielle tant qualitativeeqquantitative. Les résultats relatifs a I'étude ladfet de
l'irradiation sur les huiles essentielles montrgae ce traitement n’affecte pas la qualité detebuil serait donc
intéressant d'utiliserl’irradiation par les rayomments gamma pour la décontamination et la conservates épices
et des plantes aromatique a fort pouvoirs biologgqu

Mots clés :Teucrium poliunmsubsp capitatum, Origanum floribundum, Calamintha nep&fisnaga daucoides,
CPGI/CG-SM, temps d’extraction, irradiation, actegitiologiques.
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Abstract

In order to study the biological activities of thetive substances of medicinal and aromatic plantthe purpose to
replace chemical preservatives; we studied foucisperespectively named:eucrium poliumsubsp.capitatum,
Calamintha nepeta, Origanum floribundum and Visnagaicoides The qualitative and semi-quantitai@ralysis

of the essential oils extracted by hydrodistillatiwas performed by GC and GC-MS, and permitted to
identify and quantify the components of these dilke determination of phenolic compounds of the
extracts obtained by soxhlet showed tthal possess high concentration of polyphenols. éMaduation of the
antioxidant activity of essential oils and extrgaténted out that both of them have an antioxigaotency related to
their chemical compositions and the extracts areemactive than oils. Among the studied speciesgane was the
most active with a strong antioxidant, anti-inflambory and antimicrobial activities. Considering thesults
obtained for oregano samples extracted by diffengdtodistillation times, we concluded that extethdéstillation is
necessary to identify the complete chemical contippsif the essential oil both qualitative and ditative. The
results obtained regarding the effect of irradiatom the essential oils shows that this treatmees ot affect the
quality of the oils. It would be very interesting tise irradiation with gamma radiation for decoritation and
conservation of spices and aromatic plants witt liglogical potential.

Key words: Teucrium poliumsubsp.capitatum, Origanum floribundum, Calamintha nepéfeésnaga daucoides,
CPGI/CG-SM, hydrodistillation duration, biologicattizities.



