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Résumé

Résumeé

Les plantes aromatiques sont des sources inépuisables de substances naturelles douées de propriétés
biologiques présentant un intérét réel. Dans ce contexte, I’hydrodistillation de la Sauge officinale
(Salvia officinalis), de la Rue des montagnes (Ruta montana) et de 1’ Aneth (Anethum graveolens) a
permis I’obtention des huiles essentielles issues de ces plantes. L’analyse qualitative par CPG seule
et semi-quantitative CG couplée SM a permis la détermination de leurs compositions chimiques.
L’activité antioxydante des HE testées a été évaluée au moyen de deux méthodes : 1’activité
de piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur. L’activité antimicrobienne a été estimée
par une étude qualitative (I’ Aromatogramme) et les résultats obtenus ont été confirmés par une
¢tude quantitative en déterminant les CMI & CMB des HE étudiées vis-a-vis de cinq souches
microbiennes.

Mots clés: Huile essentielle (HE), Salvia officinalis, Ruta montana, Anethum graveolens,
Hydrodistillation,Composition chimique, CPG, CG/SM, Activit¢é antioxydante, Activité
antimicrobienne.
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Abstract

Aromatic plants are inexhaustible sources of gifted natural substances biological properties of real
interest. In this context, the hydrodistillation of the Sage (Salvia officinalis), Rue (Ruta montana)
and Dill (Anethum graveolens) allowed the production of essential oils from these plants. Analysis
by GC only and GC coupled SM allowed the determination of their chemical compositions.
The antioxidant activity of EO tested was evaluated using two methods: scavenging activity of
DPPH radical and reducing power. The antimicrobial activity was estimated by a qualitative study
(Aromatogram) and the results were confirmed by quantitative analysis by determining the MIC
& CMB EO studied against five microbial strains.

Keywords: essential oil (EO), Salvia officinalis, Ruta montana, Anethum graveolens,
Hydrodistillation, chemical compoition, GC, GC/MS, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Au travers des ages, 'homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, médicaments, abris et également pour ses besoins en matiére premiére
pour des produits de premiére nécessité. Bien qu’une grande partie du XXM siecle ait
été consacrée a la mise au point de molécules de synthése, la recherche de nouveaux
agents pharmacologiques actifs via le screening des ressources naturelles a conduit a
la découverte d’'un grand nombre de plantes a huile essentielle et a lipides de réserve
utiles. Ces plantes commencent a jouer un réle majeur dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques.

L'utilisation des plantes et de leurs vertus pour répondre a certains besoins de ’lhomme,
connue depuis I'antiquité et évolue avec l'histoire de I'humanité. C’est pour cela que
I'ethnobotanique et I'ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le monde,
des plantes réputées actives pour lesquelles il appartient a la recherche moderne de
préciser les propriétés et valider les usages.

Les plantes représentent donc une source immense de molécules chimiques
complexes exploitées par 'homme dans lindustrie des parfums, agro-alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique. La plupart des végétaux renferment des huiles essentielles ;
ils sont alors appelés «plantes aromatiques». Les plantes aromatiques ont été
traditionnellement employées pour I'assaisonnement et la prolongation de la durée de
conservation des aliments (Wang et al, 2010). La plupart de leurs propriétés sont
dues aux huiles essentielles produites par leur métabolisme secondaire (Rashid et al.,
2010). Ces huiles sont d'intérét croissant pour les industries et la recherche scientifique en
raison, d'une part, de leurs activités antioxydante, antibactérienne et antifongique (Dung
et al., 2008), d’autre part, la plupart des huiles essentielles sont classées dans la liste
des substances GRAS, qui les rendent utiles en tant que conservateurs naturels dans les
industries agroalimentaires (Gachkar et al., 2007; Rasooli et al., 2008).

Les plantes aromatiques sont prometteuses et constituent une source importante
d’antioxydants et d’antimicrobiens naturels pour I'industrie agroalimentaire. En effet,
I'oxydation des lipides dans les produits alimentaires induit non seulement une diminution
de la valeur nutritive de l'aliment, mais aussi des effets reconnus nuisibles pour le
consommateur et qui peuvent étre associés a des risques de cancer chez 'homme. La
présence d’antioxydants dans l'alimentation est devenue essentielle pour la qualité et la
sécurité de I'aliment. Les effets négatifs des antioxydants synthétiques encouragent a leur
substitution par des agents naturels.

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles, dont 300 environ sont réellement
commercialisées, destinées principalement a l'industrie des arémes et des parfums. Mais
la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle, a
entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux décennies,
des études ont été menées sur le développement de nouvelles applications et I'exploitation
des propriétés naturelles des huiles essentielles dans le domaine alimentaire.

L'un des principaux problemes de l'industrie agro-alimentaire est d’assurer une bonne
conservation des aliments. Les phénoménes d’oxydation sont notamment redoutés. En
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effet, au niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en
vitamines, une diminution de la valeur nutritionnelle, une détérioration du godt et méme
parfois a I'apparition de substances toxiques (Pascal, 1979; Nessrien & Mohamed, 2007).
Des quantités substantielles de produits alimentaires stockés sont attaquées par des
bactéries et des moisissures dans le monde entier. En particulier dans les pays en voie
de développement, les aliments stockés subissent des dommages sérieux, menant aux
pertes économiques et au risque sanitaire. Les moisissures sont également responsables
de la formation de godt et de la production des composés et des mycotoxines allergéniques
(Ownagh et al., 2010).

Pour faire face aux problémes d’oxydation et de contamination des denrées
alimentaires, I'essor de la chimie a permis l'apparition et I'application de nouvelles
substances chimiques en tant que conservateurs alimentaires synthétiques (Moll et Moll,
1998). Ces derniers ont été employés couramment pour empécher la détérioration des
aliments (Nakahara et al., 2003). Par la suite, plusieurs conservateurs synthétiques ont
été limités dans plusieurs pays, en raison de leurs effets toxicologiques indésirables a long
terme, y compris la cancérogénicité (Ho et al., 2009; Chahardehi et al, 2010).
La tendance actuelle des consommateurs a chercher une alimentation naturelle a incité
la recherche, le développement et I'application de nouveaux produits naturels ayant des
activités antimicrobiennes et antioxydante dans le but de les utiliser comme alternatives aux
conservateurs synthétiques dans le domaine des industries agroalimentaires.

Ceci nous a amené a nous pencher sur I'étude de la composition chimique, des activités
antioxydantes et antimicrobiennes des HE de trois plantes aromatiques, ce sujet nous a
semblé intéressant d’autant plus que la flore algérienne est extrémement variée en plantes
aromatiques riches en huiles essentielles.

Les plantes sur lesquelles notre choix s’est porté sont, la sauge (Salvia officinalis), la
rue des montagnes (Ruta montana) et I'aneth (Anethum graveolens) provenant des trois
régions d’Algérie : Bouira (Bouderbala - Lakhdaria), Tablat (Médéa) et Alger (environs de
Birkhadem), respectivement.

Le présent travail comporte deux parties :

Une partie bibliographique qui nous éclaire sur les espéces végétales étudiées, les
huiles essentielles et les activités biologiques, en I'occurrence I'effet antioxydant et
antimicrobien attribuées aux huiles essentielles.

Une partie expérimentale composée elle-méme de plusieurs volets, a savoir :

— Localiser les organes sécréteurs des HE de sauge, de rue des
montagnes et d’Aneth.

- Evaluer le rendement en huiles essentielles.

—  Déterminer certaines caractéristiques physico-chimiques des huiles
essentielles extraites par hydrodistillation.

— Analyser qualitativement et quantitativement les huiles essentielles
par chromatographie en phase gazeuse (CPG) seule et par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG/SM).

—  Evaluer I'activité antioxydante et antimicrobienne des différentes
essences étudiees.

13
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Synthése bibliographique

Chapitre | : Les huiles essentielles.
Chapitre Il : La monographie des espéces étudiées.
Chapitre Il : Activité antioxydante.
Chapitre IV : Activité antimicrobienne.

CHAPITRE | : Les huiles essentielles

1-Historique

L'utilisation des huiles essentielles remonte aux plus anciennes civilisations, tout d'abord
dans I'Orient et le Moyen Orient et par la suite au nord de I'Afrique et en Europe. |l y a environ
3000 ans, les huiles essentielles étaient utilisées en Egypte. Les arabes participérent
activement aux techniques de distillation des HE, ils inventérent I'alambic grace auquel, ils
purent obtenir des HE trés pures dont la médecine et la parfumerie ont fait grand usage

(Odoul, 2003).

Au 16°M€ siécle, le médecin Suisse Paracelse étudie I'extraction de «l'ame» des
végétaux a laquelle on donnera le nom « d'esprit d'essence », ensuite « I'huile essentielle ».
En 1877, Léopold Ruzicka a mis en évidence les « polyterpénes », composants importants

des essences.

En 1928, le chimiste francais René-Maurice Gattefosse a utilisé le terme
"aromathérapie" pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles lorsqu'il a
découvert par accident que la lavande a guéri une bralure a sa main (Garneau, 2005).
De nos jours, l'usage des huiles essentielles est trés large dans les domaines de la

pharmacologie, la cosmétique et I'agroalimentaire.

2-Définition

Les HE sont des produits odorants, volatils, issues du métabolisme secondaire d'une plante
aromatique, normalement formés dans des cellules spécialisées ou groupes de cellules
(Conner, 1993). Cependant il reste difficile d'attribuer une seule définition au terme « huile

essentielle», car il en existe plusieurs.

L'HE est le résultat de la distillation a la vapeur d'eau des plantes ou d'arbres
aromatiques pour en extraire I'essence. L'HE est donc I'essence distillée. Toutefois dans
I'usage courant le terme « essence» est souvent utilisé pour parler d'HE. Mais Contrairement
a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol, de mais,

d'amande douce, etc...) (Anton et Lobstein, 2005).

14
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L'association frangaise de normalisation (AFNOR) définit une HE comme étant un
produit obtenu a partir d'une matiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit
par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec.

L'HE est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques (AFNOR,
2000). Cette définition est restrictive car elle exclut aussi bien les produits extraits a I'aide
de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

3-Localisation des huiles essentielles

Parmi les espéces végétales (800000 a 1 500000 selon les botanistes) 10% seulement sont
dites « aromatiques ». Les genres capables d'élaborer les constituants des HE sont réparties
dans un nombre de familles limité, exemple: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae (Bruneton, 1999).

La synthése et I'accumulation d'une huile essentielle sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, le plus souvent situées sur ou a proximité
de la surface du végétal (Bruneton, 1987). Il existe différentes structures sécrétrices:

Cellules sécrétrices : chez les Lauracées, Zingibéracées,. poils glandulaires
épidermiques : les plantes possédant ces poils font partie des familles des
Lamiacées, des Géraniacées, des Verbénacées.

Les poches sphériques schizogénes :les glandes de type poche se rencontrent
chez les familles des Astéracées, Hypcricacées, Rosacées, Rutacées, Myrtacées,

Les canaux glandulaires lysigénes : on les retrouve chez les Coniféeres,
Ombelliféres,.

4-Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les HE forment un groupe trés homogéne en ce qui concerne leurs propriétés physico-
chimiques qui sont les suivantes : (Bruneton, 1993; Bernard et al., 1988).

Elles sont généralement liquides a température ambiante ;
Elles n'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes ;
Elles sont volatiles et trés rarement colorées ;

La densité des HE a forte teneur en monoterpénes est faible ;

L'indice de réfraction dépend essentiellement de la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indicé éleve,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygeneés produira I'effet inverse ;

Elles sont solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des
solvants organiques mais peu solubles dans 'eau ;

La solubilité dans I'éthanol a 80 % est en relation directe avec la teneur en
hydrocarbures aliphatiques, mono et sesquiterpénes. Plus leur teneur est élevée et
plus la solubilité est faible ;

Elles sont douées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formées principalement de
composés asymétriques ;

Les HE sont trés altérables, sensibles a I'oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux.

15
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5-Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique d'une HE est trés complexe (Bruneton, 1995 et Arnaud, 1985).
En effet, le nombre de composés isolés au sein des HE est d'environ un millier et il en reste

encore beaucoup a découvrir (Belaiche, 1979).

a-Les composés terpéniques

Les terpénes doivent leur nom a Kekulé (ter=térébenthine; péne=pin). Ce sont des
composeés formés de lI'assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques (2-méthylbuta-

1,3-diéne), unité composée de cing carbones isopréniques. (Capon et al., 1993).

Selon Bruneton (1995, 1999) seuls les terpénes les plus volatils dont la masse
moléculaire n'est pas trop élevée (monoterpénes et sesquiterpénes) sont rencontrés dans

la composition des HE.

-Les monoterpenes (composes en C o ):Ce sont des hydrocarbures volatils

présents dans la quasi-totalité des HE ; ils peuvent étre acycliques (Myrcéne, Ociméne),
monocyclique (p-Cyméne, (Terpinéne) ou bicyclique (Camphéne, Sabinene, Pinénes, 3-

Caréne) (Bruneton, 1995).

-Les sesquiterpenes (compose en C 45 ):lls sont constitués de trois eélements
isopréniques, disposeés de fagcon a donner des structures monocycliques ou polycycliques.

b-Les composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés odorants (phényl-propanoides) dont

la biogenése est différente de celle des terpénes (Bernard et al. 1988).
Parmi ces divers composés aromatiques, on peut citer:
Les aldéhydes (anisiques, cuminique, cinnamique).
Les phénols et éthers (thymol, eugénol, anéthol).
Les coumarines (bergapteine, ombelliférone).

Des composés acycliques tels que les acides organiques a faible poids moléculaire

(acétique, formique, valérique) peuvent étre également rencontrés.

c-Les composés d'origines diverses

Selon le mode de récupération utilisé, les HE peuvent renfermer divers composés
aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de

I'nydrodistillation: acides, aldéhydes, esters acycliques et lactones (Bruneton, 1995).

6-Toxicité des HE

Le caractére d'une huile essentielle correspond a celui de la plante dont elle est tirée.
Sa toxicité est d'autant plus importante que sa concentration est forte. De nombreuses
précautions doivent étre prises avant tout emploi et surtout en ce qui concerne le dosage

ainsi que le mode d'application interne ou externe (Bachelot et al., 2006).

En général, chez I'homme, l'ingestion de 10 a 30 ml d'HE peut étre mortelle. Aux doses
plus faibles, on note des troubles digestifs, d'hypotension, d'hypothermie et une confusion

mentale (Bruneton, 1999).
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7-Extraction des huiles essentielles

De nombreux procédés sont utilisés pour I'extraction des essences végétales, cette diversité
est due a la variété des matiéres premiéres et a la sensibilité considérable de certains de
leurs constituants qui sont plus ou moins modifiés pendant les processus de préparation
(Bruneton, 1995).

a-Expression a froid

Cette technique est utilisée industriellement pour I'obtention d’huile essentielle I'écorce
d’agrume. En général, on couple la récupération d’huile essentielle avec I'extraction du jus.
Le principe consiste a rompre les poches a essences par un moyen mécanique, pression,
incision ou abrasion a froid. L'huile essentielle entrainée par un courant d'eau sera séparée
par décantation ou centrifugation (Richard, 1992).

b-Extraction a la vapeur d’eau

L'extraction a | a vapeur d'eau, connue depuis la plus haute antiquité, transmise par les
arabes et perfectionnée par les Grassois, est un procédé utilisant la vapeur d'eau pour
séparer les substances aromatiques.

Hydrodistilation

Ce mode d'extraction proposé par Garnier en 1891, est la méthode la plus utilisée
pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de fournir de meilleurs
rendements. (Bruneton, 1993).

La partie de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec
de l'eau et quelques morceaux de pierre ponce pour assurer le brassage de la solution.
En chauffant, I'eau s'évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques. En passant
dans un réfrigérant, I'eau se condense. Elle est ensuite récupérée dans une ampoule a
décanter ou il est possible de distinguer deux phases bien distinctes, I'huile essentielle et
I'eau aromatique (ou hydrolat) chargée d'espéces volatiles contenues dans la plante, ayant
une densité plus élevée (Bachelot et al., 2006).

L'extraction qui s'effectue a température élevée et a pH acide durant une période
plus ou moins longue peut engendrer des réactions secondaires au sein de I'HE a savoir :
hydrolyse, élimination, cyclisation et réarrangement (Benhabiles, 1995).

Entrainement a la vapeur

Ce procédé consiste a récupérer I'HE des plantes en faisant passer a travers ces
derniéres un courant de vapeur d'eau, ces vapeurs saturées en composés organiques
volatils sont condensées et récupérées par décantation. Les phénomeénes intervenant lors
de I'entrainement a la vapeur seraient I'osmose et la diffusion libre (Guenther, 1972).

Hydrodistillation @ par micro-ondes sous vide

L'extraction assistée par micro-ondes est une technique encore plus récente
développée dans le but d'extraire des produits naturels comparables aux huiles essentielles
et aux extraits aromatiques. Elle consiste a extraire I'huile essentielle entrainée dans le
mélange azéotropique formé avec la vapeur d'eau propre au produit traité.

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement de micro-
ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle, 'HE est
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entrainée dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante

traitée.

C’est un procédé trés rapide et peu consommateur d’énergie par rapport a

I’hydrodistillation (Bruneton, 1999).
Extraction distillation simultanées (SDE):

L'extraction- distillation simultanées est une extraction liquide-liquide qui est menée
dans l'appareil de Likens et Nikerson modifié. Son principe est le suivant: les composés
volatils entrainés par la vapeur d'eau sont extraits par des vapeurs de solvant que I'on
condense ensuite dans un réfrigérant puis on recycle en continu le solvant (Vermin, 1982).

Distillation mixte

C'est un processus de couplage entre I'entrainement a la vapeur et I'hydrodistillation.
Au cours de I'extraction, la matiére végétale baignant dans I'eau bouillante est traversée par
un courant de vapeur d'eau. Ce procédé a pour objet de réduire les réactions secondaires

subies par I'HE sous I'action de I'eau acide.

c-Extraction par solvant

Certains organes de végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent
pas les traitements par entrainement a la vapeur d'eau et I'hydrodistillation. C'est le cas
des fleurs de jasmin, d'ceillet, de tubéreuse, etc. llfaut donc, pour ces végétaux, recourir a
d'autres méthodes d'extraction des composés odorants volatils, telle que I'extraction par les

solvants fixes (enfleurage et macération) et volatils (Garnero, 1996).
Extraction par un solvant volatil

Selon Banthorpe et Charwood (1972), elle consiste a la mise en contact de la matiére
végeétale avec un solvant qui dissout et extrait les constituants odorants solubles de la plante,

le solvant ainsi chargé (le miscella) est ensuite évaporé et récupéré.

Selon Bruneton (1995), les solvants les plus utilisés sont: le benzéne, I'hnexane, les
alcools (méthanol et éthanol), les cétones et les solvants chlorés. Ce mode d'extraction

conduit aux composés suivants:

Concréte: c'est le produit obtenu aprés évaporation du solvant si la matiére de départ

est fraiche, cependant, si la matiere premiére utilisée est séche, on parlera dans ce
cas de résinoide. Ces concrétes ont une consistance solide et insoluble dans I'alcool.
Absolue: c'est un produit a odeur caractéristique obtenu a partir d'une concréte par
I'extraction a I'éthanol a température ambiante.

Cires: composés de substances saponifiables (acides gras a longues chaines)

ou insaponifiables (hydrocarbures a un nombre impair de carbones et rarement
insaturés), c'est la fraction lourde de la concréte.

L'extraction est souvent menée dans un extracteur de type Soxhlet ou celui de Kumagawa,

appareil congu pour l'extraction en continu. (Chavanne, 1986).

Pour la récupération des HE, on peut procéder a l'extraction liquide - liquide qui est
une opération de transfert ou d'échange de matiére entre deux phases liquides: la solution
et le solvant. L'extraction systématique en continu est utilisée pour extraire un constituant
particulier ou pour en éliminer d'autres, en utilisant deux solvants non miscibles a pouvoir

dissolvant plus spécifique de chaque groupe (Moulin et al., 2002).
Extraction par solvant fixe
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Les solvants fixes utilisés sont principalement des matiéres grasses. Une extraction
peut étre réalisée a froid « procédé d'enfleurage» ou a chaud « macération ou digestion »

Enfleurage : Ce procédé met a profit le caractére liposoluble des composants odorants
des végétaux (Bruneton, 1993). |l consiste a mettre en contact la fleur avec un corps gras
qui se sature d'essence puis ce dernier sera épuisé par un solvant évaporé sous vide par
la suite.

Naves (1974) signale que le succés de cette extraction a froid dépend essentiellement
de la qualité de la graisse employée. Celle-ci ne doit présenter aucune odeur mais, en
revanche, elle doit posséder une certaine consistance (surface semi-dure) afin de faciliter
I'élimination des fleurs épuisées.

Le principe consiste a déposer les pétales de fleurs, a température ambiante, sur
des plaques enduites de graisses solides sur lesquelles, elles séjournent pendant 24 a 78
heures.

On obtient ainsi une pommade (graisse saturée en constituants volatils) a partir de
laquelle, on récupére les produits volatils floraux au moyen d'un alcool.

Macération : Ce procédé exige que les graisses utilisées soient chaudes (40-60°C),
ce qui a pour effet d'augmenter leur pouvoir absorbant. Cette technique rapide, s'applique
aux fleurs dont l'activité physiologique cesse a la cueillette. L'extraction est réalisée par
immersion des fleurs fraichement cueillies et constamment renouvelées dans un bac de
graisses chaudes jusqu'a atteindre la saturation. Un épuisement a l'alcool absolu est
généralement appliqué sur cette graisse (Blakeway et Salerno, 1987).

Extraction par le CO o a I'état supercritique

La technique d'extraction au CO2 supercritique est connue et utilisée au niveau

industriel depuis de nombreuses années. Elle trouve un intérét tout particulier au niveau des
produits naturels, car elle conduit a des extraits « coeur de la nature » souvent trés proches
de l'odeur de la matiére premiere traitée et exempts de solvants organiques.

Grace aux caractéristiques du CO»2 a I'état supercritique, en particulier celle d'étre un

solvant a « géométrie variable », nous pouvons donc obtenir a basse pression des extraits
dont la composition est de type « huile essentielle », et a haute pression des extraits dont
la composition est de type « concréte ». Evidemment selon les conditions opératoires, on
peut en théorie obtenir tous les extraits intermédiaires ( Pellerin, 2001).

8-Analyse des huiles essentielles

Les techniques d'analyse ont pour but de déterminer la composition d'un échantillon
et de doser les éléments le constituant. Elles existent depuis longtemps mais ont
considérablement progressé depuis le développement de l'informatique et de I'électronique.
Aujourd'hui les méthodes d'analyse sont beaucoup plus accessibles grace a des logiciels
fonctionnels donnant des informations directement exploitables par des personnes non
spécialistes.

a-Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie est une puissante technique de séparation qui trouve de nombreuses
applications dans tous les domaines de la science(Skoog et al, 2003).
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Réalisée expérimentalement en 1952 par James et Martin, la CPG s'est montrée une
méthode des plus appropriées a la séparation et a l'identification des constituants des HE
particulierement avec la programmation de la température. Elle permet a la fois I'analyse

qualitative et quantitative (Paris et Godon, 1979).
Principe

En CPG, I'échantillon est injecté et vaporisé au sommet de la colonne. L'élution est
assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. A la sortie de la colonne se
trouve un détecteur relié a un enregistreur ; lorsqu'un constituant de I'échantillon le traverse,

un pic apparait sur I'enregistreur (Skoog et al., 2003).
Identification des composés:

Aprés la séparation par la chromatographie, les pics des échantillons doivent étre
identifiés. lls sont définis par l'injection des étalons purs et par des données de rétention.

Les indices de rétention ont été introduits par Kovats, ils constituent pour chaque
substance une grandeur de rétention assez reproductible. Il est défini par Van Deen Dool

(Ghrib, 1995)
Selon l'expression suivante:

- " AR
Di=100n + 100
Thﬂ Th

Ou
IX : indice de rétention.
Tx: temps de rétention du soluté (x) étudié.

n : nombre de carbone de l'alcane qui précéde (x).
Th: temps de rétention de I'alcane a n atomes de carbone qui précéde x.

Th+1: temps de rétention de l'alcane a n+ 1 atomes qui suit x.

L'identification consiste en la comparaison des indices de rétention a ceux des étalons
purs injectés parallelement. Cependant, l'utilisation d'étalons et d'indices de rétention pour
une analyse qualitative et quantitative des échantillons étudiés limite l'efficacité de la CPG
et impose son couplage avec d'autres méthodes telles que spectrométrie de masse. Cette
derniére a la capacité d'identifier un trés grand nombre de composés présents dans le

mélange a analyser.

Actuellement elle représente le couplage le plus utilisé dans divers secteurs (agro-

Alimentaire, biochimie, ...) (Rouessac et Rouessac, 1995, Tranchant, 1995).

b-Spectroscopie de masse (SM)

Selon Skoog et al. (2003), la spectroscopie de masse est sans doute, parmi toutes les
techniques analytiques, celle dont le domaine d'application est le plus étendu. En effet, elle
peut fournir des informations concernant la composition élémentaire d'un échantillon; La
structure de molécules inorganiques, organiques et biologiques; les compositions qualitative

et quantitative de mélanges complexes, etc.
Une analyse par SM comprend les étapes suivantes :
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Atomisation de I'échantillon ;

Conversion d'une fraction importante des atomes formés pendant la premiére étape
en ions (habituellement porteur d'une seule charge positive) ;

Séparation des ions formés a la deuxiéme étape sur la base du rapport de leur masse
a leur charge ;

Détermination de la population des ions de chaque espéce par comptage ou par
mesure du courant résultant de I'arrivée des ions a un transducteur adéquat. Ce
dernier convertit le faisceau d'ions en un signal électrique qui peut étre traité et stocké
dans la mémoire d'un ordinateur.

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

Au cours des vingt derniéres années, les avancées obtenues dans ces domaines
d'analyse tiennent principalement a deux raisons : dans le domaine de la séparation
chromatographique et, en particulier, de la CPG, au développement de colonnes
chromatographiques capillaires a trés haute résolution ; dans le domaine de la
détection, au développement en routine des techniques de couplages, de séparations
chromatographiques avec la détection par SM.

En effet, I'utilisation de la CPG a haute résolution (colonne capillaire) couplée a
la spectrométrie a basse échelle de masse, le tout allié a Il'outil informatique (micro-
processeur), permet le développement de méthodes d'identification fiables et rapides
(Benhabiles, 1995).

L'interface la plus simple pour cette technique consiste a réunir la colonne du
chromatographe au spectrométre de masse, soit en introduisant directement I'extrémité de
la colonne dans la chambre d'ionisation ou par le relais d'un capillaire de transfert chauffé
et placé entre le chromatographe et le spectrométre de masse (Rouessac et Rouessac,
1995).

Principe

Le principe consiste a soumettre un composé moléculaire a cette analyse en
déclenchant un processus a plusieurs étages (Pradeau et al., 1992):

lonisation: les molécules présentes dans I'échantillon se volatilisent sous I'effet du
vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d'ions issus de la
fragmentation de départ.

Accélération: les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous I'effet
d'un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

Séparation: les ions seront distribués selon leur rapport masse / charge.

Détection: aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportées.

Traitement du signal: le signal de sortie de I'appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de I'abondance des ions en fonction de
leur masse / charge.

L'appareillage CG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d'un ensemble
de spectres de masse correspondant a chaque pic chromatographique, ce qui rend possible
l'identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG et ceci en
comparant les spectres de masse obtenus avec ceux des produits de référence contenus
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dans les bibliothéques informatisées. C'est donc une technique de pointe permettant la
connaissance d'échantillons parfois complexes en un temps trés court.

9-Utilisation des huiles essentielles

Les domaines d’application des huiles essentielles différent selon la plante dont elles
proviennent mais surtout de la partie du végétal dont elles sont extraites (la fleur, la feuille,
les racines et la graine). D'une maniére générale, les essences extraites des racines sont
reconnues pour leur action sur le systéme nerveux, celles extraites des graines et des fleurs
pour leur impact sur I'ensemble du systéme digestif et celles issues des feuilles pour leur
bienfait sur les systémes respiratoire et cardiaque.

A cet effet, les HE sont recommandées en usage antibiotique, antiviral, antiseptique,
fongicide, cicatrisant, digestif, anti-inflammatoire, sédatif, etc. (Richard, 1992).

a-Industries agroalimentaires

Plusieurs segments alimentaires utilisent, a différents degrés, les HE qui leur offrent un
potentiel important de leurs notes aromatiques dans un registre infiniment varié. On les
retrouve presque dans tous les secteurs alimentaires: boissons non alcoolisées, confiseries,
produits laitiers, soupes, sauces, produits de boulangerie, produits carnés ... etc. (Richard,
1992). Cependant, c'est seulement récemment que beaucoup d'attention a été donnée a
I'application potentielle d'HE comme conservateurs et ceci est di a la présence dans ces
derniéres de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Smith-
Palmer et al, 1998).

b-Aromathérapie

Alors que les microbes deviennent de plus en plus résistants aux structures moléculaires
de synthése des antibiotiques, ils se heurtent plus difficilement a linfinie diversité et a la
complexité des HE (Richard, 1992). Elles apportent a I'organisme, les concentrés de la
nature les plus précieux pour rétablir ou conserver I'équilibre indispensable a la santé

c-Pharmacologie

De nombreuses HE se trouvent dans la formule d'un trés grand nombre de produits
pharmaceutiques: sirops, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation
d'infusions telles que: la verveine, le thym, la menthe et autres.

CHAPITRE Il : Monographie des especes étudiées

1-La Sauge : Salvia officinalis

1.1-Généralités
"Qui a de la sauge dans son jardin, n'a pas besoin d'un médecin" (dicton provencgal)

La Sauge, Salvia officinalis , de la famille des labiées, aussi appelée Sauge de Gréce,
Herbe sacrée, Grande Sauge, Thé de Gréce, Thé de France, Thé d'Europe, Salel, Sauge
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Franche, Thé sacré. (Anglais: sage). Salvia du latin salvare : guérir, sauver. La sauge a la
réputation d'étre la plante guérisseuse par excellence.

Salvia est une plante annuelle et biannuelle d'origine méditerranéenne de la famille
des labiées (Djerroumi et Nacef, 2004). Il existe environ 900 espéces identifiées autour du
monde (Maksinovic et al., 2007 ; Longaray et al 2007). En Algérie les espéces
qui ont été déterminées sont dans l'ordre d'une trentaine. Plusieurs appellations ont été
données a la sauge. Selon lbn El Beytar, les andalous la nomment "essalma" qui ajoute
qu'elle est appelée " salbia" par les botanistes en Espagne. El djazairi indique I'expression
"souek ennebi" comme synonyme de Saleme.

1.2- Histoire et origine

Son nom est déja une sorte de diplébme d'efficacité puisque salvia vient du latin salvare
qui signifie «sauver», «guérir» ; c'est une des plantes sacrées des anciens. Les Romains
la récoltaient avec un cérémonial spécial. Ses effets dus a son huile essentielle et la
présence d'un cestrogéne, avaient déja été observés aussi bien par les Romains que par
les Egyptiens. Pendant tout le Moyen Age, elle reste une plante primordiale et entre dans
de trés nombreuses préparations : Eau d’arquebuse, Eau céleste, Eau impériale, etc. Les
feuilles de sauge séchées sont un condiment employé depuis I'antiquité.

La sauge était une des plantes salvatrices du Moyen Age . Reconnue par les Chinois,
ces derniers n'hésitaient pas a échanger leurs feuilles de thé les plus précieuses contre
des feuilles de sauge. _Louis XIV_ en avait méme fait sa tisane d'élection et en servait
a tout propos. Les Grecs, les Romains et les Arabes I'employaient communément comme

tonique et en compresse contre les morsures de serpent. Au XvI® siecle, le botaniste Jacob
Tabernae-Montanus raconte que les femmes égyptiennes avaient I'habitude de boire du
jus de sauge pour accroitre leur fertilité.

Au XVII® sieécle, on roule les feuilles de sauge comme des cigarettes. Tous les
asthmatiques  se mettaient a fumer de la sauge dés l'apparition du premier _pollen
printanier. La plante était associée a I'immortalité et a la longévité. Certains groupes d'
Ameérindiens meélangeaient la sauge avec de la graisse d'ours pour guérir les problemes
de peau. On a aussi utilisé la plante pour traiter les verrues .

De nos jours, son utilisation médicinale s'est un peu perdue, et elle n'est plus utilisée
que comme herbe aromatique.

1.3-Caractéristiques botaniques

1.3.1-Description de la plante

Plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm,
rameaux vert-blanchatre. Feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchétres, et opposées;
fleurs bleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés.
Calice campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et lévre
inférieure trilobée; fruits en forme de tétrakénes (Hans, 2007).
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Figure 2 : Salvia officinalis L., feuilles

La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. La tige mesure de 20 a 30 centimétres
et est trés rameuse. Les feuilles, opposées, elliptiques, inférieures pétiolées, rugueuses, a
bord dentelé, réticulées, molles, a dessus blanchéatre, persistent I'hiver grace au revétement
de poils laineux qui les protége. Les fleurs, bleu-rose lilas, visibles de mai a aodt, sont
grandes, groupées a la base des feuilles supérieures, I'ensemble forme de grands épis.
Commune en Europe, plus spécialement dans les régions méridionales, elle est cependant
rare a I'état sauvage.

Organes reproducteurs

Type d'inflorescence : _Glomérules spiciformes
Répartition des sexes : _Hermaphrodite

Type de pollinisation : _Entomogame

Période de floraison : Mai a AoGt

Graine
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Type de « fruit » : _Akéne (tetrakéne)
Mode de dissémination : Barochore

1.3.2-Classification

La sauge appartient a la grande famille des Lamiaceae (Labiatae), Il existe plus de 600
variétés de sauge a travers le monde, toutes ne sont pas comestibles, beaucoup d’entre
elles sont utilisées en plantes ornementales dans les jardins. Nous consommons la sauge

officinale ou sauge des jardins.

Nom scientifique : Salvia officinalis L.
Nom commun : Sauge officinale (Frangais), Agourim Imeksaouen, Tazzourt,
marramia (Berbére), Souaa en nabi (arabe).

Systématique
Selon (Cronquist, 1968), la sauge appartient au :

Régne : Plantae (végétal)
Embranchement : Cormophytes

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espeéce : Salvia officinalis L.

1.3.3-Habitat

La sauge officinale, est originaire du pourtour du bassin méditerranéen.

Elle pousse dans les zones tempérées ; son habitat type se situe dans les pelouses
basophiles méso-méditerranéennes, méso-xérophiles.

Aire de répartition : introduite d’Asie occidentale.

1.4-Huile essentielle de Sauge

1.4.1-Les principaux constituants biochimique de I’huile essentielle de
Sauge officinale

Cétones terpéniques: cis-thujone (28.82%), camphre (15.07%), trans-thujone (3.78%)
Monoterpénes : a-pinéne (6.45%), camphéne (5.73%), limonéne (5.05%), myrcéne
(2.86%), p-cymeéne (1.99%), B-pinéne (1.58%), y-terpinéne (1.50%)

Oxydes terpéniques: 1,8-cinéole (8.44%)

Monoterpénols : bornéol (2.12%), linalol (1.36%), terpinén-4-ol (0.65%), a-terpinéol
(0.30%)

Esters terpéniques: acétate de bornyle (1.51%)

Sesquiterpénes: a-humuléne (4.21%), B-caryophylléne (2.97%)

Sesquiterpénols: viridiflorol (0.65%). (Anonyme 1)

1.4.2-Les propriétés de I’huile essentielles de Sauge officinale

Antibactérienne spécifique (coques gram (+), staphylocoques dorés, streptocoques) ;
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Antifongique (candida albicans) ;

Antivirale puissante ;

Expectorante, mucolytique ;

Lipolytique (facilite I'élimination des graisses), anti-cellulitique ;

Cholagogue et cholérétique (stimule les sécrétions biliaires et pancréatiques, modére
I'excés de cholestérol) ;

Emménagogue et mimétique des oestrogénes (régule les cycles menstruels et
soulage les troubles liés aux cycles et a la ménopause) ;

Cicatrisante cutanée, s'oppose a la transpiration et aux bouffées de chaleur, diminue
les sécrétions salivaires. (Anonyme 1).

1.5-Principaux usages traditionnels de la sauge

La sauge est une des plantes les plus utilisées, vu ses propriétés importantes; elle est
considérée comme un stimulant pour les gens anémiques, aussi pour les personnes
stressées et déprimées, et conseillée pour les étudiants en période d'examen

Pour usage externe, elle est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la
bouche, les abces, et aussi pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et
Nacef, 2004).

Les infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies
de la circulation sanguine et les troubles digestifs et les problémes du systéme nerveux
(Radulescu et al., 2004). Cette herbe aromatique est employée dans la cuisine, pour
son godt puissant, légérement amer et comphré (Duling et al., 2007).

1.6-Toxicologie

L'huile essentielle de sauge officinale peut contenir jusqu'a 50 % de thuyone qui peut
se révéler épileptisante et neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigue ou chronique
n'a été signalée aprés emploi aux doses usuelles des feuilles de sauge et de son huile
essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour).

Cependant, la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais également
des effets centraux psycho mimétiques, aprés sa résorption. Une consommation chronique
de thuyone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles du systéme nerveux central,
a des perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiaques. Dans la mesure ou la
quantité de drogue employée a des fins culinaires reste faible, pour les consommateurs.
Cependant, des quantités importantes de drogues (dose supérieure a 15 g de drogue séche)
peuvent engendrer une sécheresse de la bouche, I'apparition de sueurs, de tachycardies
et de vertiges.

Une toxicité aigue aprés administration d’'une forte dose d’'HE (2 g et plus). Ainsi, la
consommation réguliére de sauge, méme sous forme de tisane ne parait pas recommandée.
Le potentiel de sensibilisation est faible. Des réactions allergiques restent jusqu’a présent
ponctuelles et serait liées a la présence d’acides carnosolique qui agirait comme allergéne.
(Teuscher et al., 2005).

2-La rue des montagnes :Ruta montana.

2.1-Généralités
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La famille des Rutaceae a été décrite initialement en 1782 par Durande, puis par De
Jussieu en 1789. Elle comprend prés de 1500 especes regroupées en 150 genres environ.
Cette famille est plus ou moins cosmopolite, avec une forte concentration dans la zone
intertropicale et dans les régions tempérées de ’'hémisphére Sud (Australie, Afrique du Sud)
(Heywood, 1996).

Les Rutaceae sont caractérisées par des poches sécrétrices d’'un type qui n’est
rencontré dans aucune autre famille dites schizolysigénes ( Ozenda, 2000).Ces poches,
d’origine épidermique, sont toujours superficielles et libérent leur contenu, une huile
essentielle, a la moindre pression.

La Rue s’est largement répandue dans le monde a cause de ses propriétés
ornementales et médicinales. Elle est souvent cultivée dans les jardins pour ses qualités
décoratives en variété de couleur bleue ou panachée et parfois naturalisée (Bezanger et
al., 1986 et Bezanger et al., 1976).

Ruta vient du grec « rhyté » qui signifie sauvé, prévenir, ou de « red » qui signifie qui
coule faisant certainement référence a ses vertus emménagogues (Doerper, 2008).

Ce genre comprend 8 espéces d’arbustes, de sous-arbrisseaux et de vivaces
herbacées a souche ligneuse, caducs ou persistants, vivant dans les lieux secs et rocailleux,
de la région méditerranéenne, et du nord-est de I'Afrique jusqu'au sud-ouest de I'Asie.
Les fleurs et le feuillage aromatiques, sont le principal attrait des rues. Les feuilles sont
alternes, parfois opposées, ovales, larges, arrondies et pennatiséquées ou pennées. Les
fleurs, jaunes, fimbriées ou dentées, a quatre ou cing pétales, s’épanouissent en cymes
terminales (Mioulane, 2004).

Le genre Ruta L. est représenté en Algérie par 4 espéces : R. montana (Clus) L, R.
chalepensis L. ; R. angustifolia (pers) P. cout et R. latifolia (Salib) lindb. Les espécesdifferent
entre elles par lallure des feuilles, de la grappe fructifére, des bractées et des sépales
(Bossard et Cuisance, 1981 et Quezelet al., 1963).

En Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses de l'intérieur sur I'Atlas
Saharien et les pelouses arides (Clevely et Richmond, 1997).

2.2-Historique

Dans la médecine traditionnelle grecque et latine, la Rue est tirée du nom Ruomaique qui
signifie préservé ou du nom Réuo pour dire libre de maladie (Ernes, 1995).

C’est une ancienne herbe médicinale qui a été longtemps utilisée comme contre-poison
et comme talisman contre la sorcellerie chez les Grecs. Les Romains I'utilisaient surtout
pour améliorer la vision (Anonyme 2). La Rue était une composante du vinaigre des quatre
voleurs qui détruisaient les victimes pendant I'épidémie de peste en Angleterre, en 1665
(Anonyme 2).

2.3-Caracteres botaniques

La rue des montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq. ; Ruta tenuifolia Gouan) ou bonne
rue (Bonnier, 1999), appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-djbel ou Fidjela, a une odeur
fétide trés intense, se trouve sur les coteaux arides et dans les endroits secs et pierreux de
la région méditerranéenne (Baba Aissa, 1999).

2.3.1-Description
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C’est une plante herbacée vivace, originaire de la région méditerranéenne, appartenant a
la famille des rutacées. En Algérie, cette espéce est cultivée dans les jardins ou en pots.

Plante annuelle (figure 3) qui fleurit de juin a septembre. Les feuilles sont glauques
de couleur verte plus ou moins jaunatres, sa tige est gréle, ses feuilles sont finement
découpées en segments linéaire et ses fleurs plus petites de 5-6 mm a pétales denticulées
sur les marges trés briévement pédicellées. Fruits aigus acuminés de 6 a 9 mm en grappes
fructiféres étalées, leur saveur est amére, herbacée, acre. En médecine elle a des vertus
emmeénagogue, antispasmodique, antiépileptique, vermifuge et sudorifique (Quezel et al.,

1963).

Figure 3 : Ruta montana L.

2.3.2-Classification

Nom scientifique : Ruta montana L.,

Nom commun : Rue des montagnes (Francais), Aourmi (Berbére), Fidjela el djebeli

(Arabe).

Systématique

Régne : Plantae.
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Spindales (Rutales).
Famille : Rutaceae.

Genre : Ruta L.

Espéce : Ruta montana L.,

2.3.3-Aire géographique en Algérie

La Rue pousse spontanément dans les rochers, les lieux arides, vieux murs, collines
seches et elle est abondante dans les terrains calcaires des régions méditerranéennes
( Quezel et al., 1963). Elle est présente dans les Rocailles, paturages et pelouses du
Tell, communément retrouvée dans les zones montagneuses de l'intérieur jusqu’a I'Atlas

saharien.

2.4-L’HE de la Rue des montagnes
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2.4.1-Généralités et composition de I’'HE de Ruta montana

L'huile essentielle de la rue, trés concentrée et forte est utilisée en parfumerie. La
posologie conseillée, sur avis d’'un praticien, ne doit pas dépasser 2g d’huile essentielle
ou 5g de feuilles séchées en infusion. Elle ne peut étre délivrée en herboristerie que sur
prescription médicale. Mise en garde : la rue est une plante trés puissante ; elle ne doit
jamais étre consommée par les femmes enceintes, car elle est toxique. L'essence de rue
contient principalement des composés cétoniques.

2.4.2-Utilisation et toxicité de I’'HE de la rue des montagnes

L'essence de rue posséde des propriétés abortives. Selon certains auteurs, les propriétés
pharmacologiques de I'essence de rue sont liées a la présence de furocoumarines : éther
méthylique de 'ombelliférone, xanthotoxine.

La rue est antispasmodique, elle calme les douleurs, les spasmes ainsi que les troubles
d’origine nerveuse. Traditionnellement, la rue était utilisée dans les cas d’épilepsie et de
convulsions. Elle est sédative et intervient en cas de nervosisme et d’hystérie. Les feuilles
fraiches écrasées en application externe soulagent la sciatique.

Le feuillage a parfois un usage médicinal. Ne consommer aucune partie de la rue, la
plante entiére étant toxique. Eviter de toucher le feuillage, sous peine de provoquer une
réaction cutanée, se traduisant par des taches brunes (indolores) qui foncent au soleil (Dodt,
1996).

Les feuilles, utilisées a petites doses, sont vermifuges. Aussi, elles ont des vertus
toniques et stimulantes, elles sont souvent utilisées comme sternutatoires (provoquent des
éternuements).

L'essence de rue est utilisée en parfumerie, en pharmacie, dans la préparation des
ardbmes. On sépare la méthyl n- nonylcétone par distillation fractionnée. Cette cétone sert
a la préparation du méthylnonylacétaldéhyde.

Le tableau 01 recapitule les utilisations de Ruta montana en medecine traditionnelle

Tableau 1: Quelques usages traditionnels de Ruta montana. (Frontquer, 1962, Forment et Roques, 1941)

Espéce Pays Partie utilisée Voie Usage

Ruta montana L. |Espagne Plante entiére Orale -Fiévre -emménagogue -abortive,
-antispasmodique -contre les vers
intestinaux

Algérie  Partie aeriénne -Emménagogue -
Antispasmodique -Rubéfiant,
poudre -Echarrotique

3-L’Aneth : Anethum graveolens

3.1-Généralités

L'aneth, une _plante de la famille des _Apiacées (ou _Ombelliferes ), aromatique
et médicinale aux feuilles vertes foncées et aux fleurs bleuatres, est douée d’excellentes
propriétés carminatives, et est utilisée comme remeéde depuis I'Antiquité.
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Elle est cultivée comme plante _condimentaire pour ses feuilles et ses _graines
trés aromatiques, et se rapproche du fenouil parson odeur et ses propriétés, d'ou ses
noms de fenouil batard ou faux anis. Le nectar de ses fleurs est trés apprécié des abeilles.

3.2-Histoire et tradition

Originaire du bassin méditerranéen (Anethum graveolens) ou d'Asie centrale (Anethum
sowa), elle était utilisée :

Par les Egyptiens il y plus de 5000 ans, en tant que plante médicinale ; dans une
ancienne recette égyptienne, mentionnée dans le Papyrus Ebers, on recommande
I'aneth, associé a d'autres ingrédients, pour faire un mélange employé contre la
douleur.

Parles Grecs etles Romains pour son parfum, pour la cuisine, et pour ses
vertus médicinales ; Les Grecs recouvraient leurs yeux avec des feuilles d'aneth pour
s'endormir plus vite. Au Moyen Age, I'aneth éloignait le mauvais sort.

par les peuples _sraélites en tant que plante potagére. (Larousse des plantes
medicinales, 2001).

3.3-Caractéristiques botanique

3.3.1-Description de la plante

Plante herbacée annuelle, érigée pouvant atteindre 1,5 m de haut. La plante est glabre, vert
foncé et légérement striée de bleu au niveau supérieur, la racineest pivotante, longue et
fine. Les tigessont gréles, rondes et creuses, lisses, finement striées de bandes blanches
et vertes.

Les feuillessont alternes, de couleur bleu-vert ; les feuilles basales sont pétiolées, di-
ou tripennatiséquées et se terminent en laniéres filiformes ; elles portent une gaine courte,
bordée de blanc ; seules les feuilles supérieures sont sessiles.

L'inflorescence est formée d’'ombelles composées et plates pouvant atteindre jusqu’a
20 cm de diamétre. Les fleurs sont de trés petite taille, radiale*, chacune composée de 5
sépales a limbe non développé, de 5 pétales jaune a pointe recourbée vers l'intérieur, de 5
étamines saillantes, de 2 styles courts, d’un ovaire infére et bicarpellaire.

Le fruitest un diakéne comprimé au niveau de la face dorsale. A maturité les deux
méricarpes se détachent 'un de I'autre (Filliat, 2012).

La figure 4 illustre les fleurs et les graines d’aneth.
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Figure 4 : Anethum graveolens L. (Anonyme 3, 4).

3.3.2-Classification botanique

Nom scientifique : Anethum graveolens L. syn Peucedanum graveolens.

Nom commun : Aneth, Fenouil batard, Fenouil puant (Francgais), bessbes ou habate
hlawa (Bérbere), Al chabbte (Arabe).

Systématique
Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Anethum
Espéce : Anethum graveolens L.

3.3.3-Habitat

L'aneth est originaire de I'Europe du Sud, de |'Asie centrale et méridionale. A I'état sauvage,
il pousse sur les friches. On le cultive notamment en Europe et en Amérique du Nord.
(Larousse des plantes médicinales, 2001).

3.4-Huile essentielle d’aneth

Les graines de I'aneth contiennent jusqu'a 5% d'huile essentielle (carvone et limonéne), des
flavonoides, des coumarines, des xanthones et des triterpénes. (Larousse des plantes
médicinales, 2001).
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3.4.1-Les principaux c onstituants biochimiques de I’huile essentielle
d’aneth

- Chromatographie phase gaz du lot NHE0Q86 :

Monoterpénones: carvone (44.39%), (E)-dihydrocarvone (0.74%),

(Z) dihydrocarvone (2.84%).

Monoterpénes: limonéne (49.70%), a-phellandréne (0.34%), p-cyméne (0.15%),
a-terpinéne (0.70%).

- Chromatographie phase gaz du lot NHE0266 :

Monoterpénones: carvone (44.91%), (E)-dihydrocarvone (0.76%),

(Z2)-dihydrocarvone (2.97%).

Monoterpénes: limonéne (49.34%), alpha-phellandréne (0.45%), para-cyméne
(0.14%). (Anonyme 5).

3.4.2-Les propriétés de I’huile essentielles d’aneth

- Anticatarrhale, mucolytique, décongestionne les poumons ;
- Cholagogue, cholérétique : stimule les fonctions du foie et du pancréas ;
- Eupeptique : facilite la digestion et I'élimination des gaz ;
- Diurétique ;
- Anti-inflammatoire rénale ;
- Antispasmodique ;
- Favorise les régles ;

- Action anticoagulante modérée. (Anonyme 5)

3.5-Principales utilisations
Usage culinaire

C'est une _épice trés utilisée en _Allemagne , en _Hongrie , en _Pologne , en
Russie , en Roumanie , en Scandinavie , mais aussi en Inde , et dans de nombreux

autres pays du monde.

les feuilles, fraiches ou séchées, sont employées pour aromatiser différentes
préparations culinaires, notamment les salades , les poissons, les viandes et les
sauces.

les graines servent pour parfumer liqueurs et confitures.

Usage thérapeutique

Ses propriétés sont aussi stomachique, digestive, apéritive, carminative
antispasmodique , _diurétique , anti-inflammatoire , galactagogue (lactation), calmante
et préparant au sommeil.

Utilisé en infusion, I'aneth constitue un excellent stimulant du systéme digestif .

Ses graines, en infusion, permettent d'arréter le _hoquet , mal de téte , toux des
enfants.
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Autres indications : _dyspepsie , vomissements d'origine nerveuse, flatulences
, insuffisance hépatobiliaire, aide la lactation , gaz intestinaux, météorisme
abdominal, borborygme , spasmes , crampes et en tant qu'antiseptique
intestinal.

Dans I'histoire, il fut aussi utilisé pour I' épilepsie , et pour favoriser le lait des nourrices
(chez les Grecs anciens), pour calmer les convives ayant trop bu dans les banquets (
Charlemagne ), pour ses vertus _aphrodisiaques et contre les mauvais sorts (sorciéres
et mages du Moyen Age), pour favoriser les capacités du _cerveau ( _XVlle siécle )

(Anonyme 5).

3.6-Toxicologie

L'huile essentielle d’aneth per os peut entrainer une dépression du systéme nerveux
central a type d’hypnotique faible et anticonvulsivant due a sa concentration en carvone et
limonéne. L'aneth contient des furanocoumarines qui sont des agents photosensibilisants
pouvant entrainer une phototoxicité aprés exposition solaire (Filliat, 2012).

L’huile essentielle d’'aneth bienfaisante en temps ordinaire peut s'avérer, en période de
grossesse, toxique voire dangereuse pour l'enfant a venir. Les femmes enceintes doivent
donc utiliser les huiles essentielles avec beaucoup de prudence et de circonspection
(Anonyme 5).

CHAPITRE IllI: Activité antioxydante

Introduction

Un paradoxe du métabolisme de la vie sur terre est que la majorité des étre vivants ont
besoin de dioxygéne pour assurer leur existence alors que le dioxygéne est une molécule
hautement réactive qui produit des dégradations sur les organismes vivants. Cependant,
les organismes possédent un systéme d'antioxydants et d'enzymes qui agissent ensemble
pour empécher 'endommagement des composants des cellules comme I'ADN, les lipides
et les protéines.

Les antioxydants les plus connus sont le R-caroténe (provitamines A), l'acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), les polyphénols et le lycopéne. Ceux-
ci incluent les flavonoides (trés répandus dans les végétaux), les tanins (dans le cacao, le
café, le thé, le raisin, etc.), les anthocyanes (notamment dans les fruits rouges) et les acides
phénoliques (dans les céréales, les fruits et les Iégumes).

Les antioxydants vont réduire les radicaux libres si dangereux pour l'organisme en
raison de leur pouvoir oxydant trés élevé.

1-Le stress oxydatif

1.1-Les espéces oxygénées réactives (EOR)

L'appellation espéces oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de I'oxygéne
(radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi certains
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dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne et le peroxynitrite (Bartosz, 2003. Halliwell et Whiteman 2004) (Tableau 2).

Nom Svmbole
E:peéce radicalaire
Anion supsroxyda O
Foadical hydroxyla OH
hlonoxyds d' azote 0

E:péce: mon radicalaire

Perooyd 2 d hvdrogana Hy Oy
Arida hypaechlosigua HOCL
Cnoveans singolisr g

Patoxynitrits OR0or

Tableau 2 : Principales espéces oxygénées réactives
générées dans les systemes biologiques (Bartosz, 2003).

1.2-Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des EOR et la capacité du corps a
les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003). Il correspond a
une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).

1.3- Radicaux libres

1.3.1-Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés,
ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L'ensemble des radicaux libres et de
leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de 'oxygenes (Favier, 2003).

L'appellation « dérivés réactifs de I'oxygéne » n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de 'oxygéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante tel le peroxyde d’hydrogéne (H202),

peroxynitrite (ONOQ™) (Novelli, 1997).

1.3.2-Principaux radicaux libres

L’anion superoxyde : la molécule d’'oxygéne mise en présence d’une quantité d’énergie
suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I'anion superoxyde, cet

anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.O 2 +é 0O o °

Le radical hydroxyle : (OH ~ ), il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et
joue un role initiateur dans I'auto-oxydation lipidique.

Le radical peroxyde : (ROO * )

L’'oxygene singulet :(0O 2 " ), forme « excitée » de I'oxygéne moléculaire, est souvent
assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004).
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1.3.3-Origine des radicaux

lls sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire les bactéries au sein
des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des fonctions
cellulaires |étales telles la mort cellulaire programmeée ou apoptose (Favier, 2003).

Toutefois, au contact entre I'oxygene et certaines protéines du systéme de la
respiration, une production d’anions superoxyde se produit lors du fonctionnement de la
chaine mitochondriale.

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d’azote, est produit par
les systémes enzymatiques (NO synthétases), a des fins de médiation par les neurones,
les cellules endothéliales ou les macrophages (Favier, 2003).

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit I'organisme, I'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit lors de 'oxydation de ces composés au niveau du cytochrome P450.
Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres et les particules inhalées
(amiante, silice) sont aussi source de radicaux libres (Favier, 2003).

1.4-Stress oxydant et ses conséquences biologiques

Le stress oxydatif se référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’'oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes,
que ce soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution
des défenses antioxydantes (Sorg, 2004). Ce désequilibre peut avoir diverses origines,
citons la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des facteurs
pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides,
ozone, amiante, métaux toxiques) (Pincemail et al., 2002 ; Sorg, 2004 ; Kocchilin-
Ramonatxo, 2006).

L’accumulation des EOR a pour conséquence I'apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les
protéines, les lipides et I'acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman 2004; Valko
et al., 2006).

Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée des EOR en raison de
leurs hydrogénes bis allyliques facilement oxydables. Comme ces derniers sont les lipides
majeurs des membranes cellulaires et des lipoprotéines, on comprend leurs vulnérabilités
particuliéres, la peroxydation lipidique, se déroule en trois phases suivantes :

a-l'initiation:
L'attaque par un radical OH *du groupement méthyléne présent entre deux doubles

liasisons d’acide gras polyinsaturés produit un radical carboné R : (OH * enléve un atome
d’hydrogéne du CH2 puis les doubles liaisons subissent un réarrangement moléculaire

conduisant a la formation de diénes conjugués), en présence d’Osle radical carboné est

transformé en radical peroxyle RO’Z(Martinez-CayueIa, 1995).
b-la propagation :
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Le radical RO°2enIéve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui a sontour produira un

radical R * puis un radical RO *2 , une réaction en chaine s’installe. En présencede métaux
de transitions, les hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau desliaisons C-
C pour donner naissance a divers produits de décompositions ; le malondialdehyde (MDA)
et le 4-hydroxynonéal représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation lipidique
(Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel, 2001).

c-la terminaison :

Cette phase consiste a former des composés stables issus de la rencontre entre deux
espéces radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’'un radical avec une molécule
antioxydante dite ‘briseur de chaine’ (Kohen et Nyska., 2002).

Les protéines

Les acides aminés des protéines sont la cible des EOR, soit au niveau de leur chaine
latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison peptidique,
entrainant la fragmentation de la chaine (Berlett et Stadtman, 1997).

Si la majorité des acides aminés peuvent étre oxydés par les EOR, les acides aminés
soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus
sensibles.

L'oxydation des acides aminés génére des groupements hydroxyles et carbonyles sur
les protéines mais peut également induire des modifications structurales plus importantes
comme des réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements,
antigénicités et leurs activités, (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et al .,2001;
Valko et al ,.2007).

Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a I'action des
protéases et sont alors dirigéesvers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome
(Jung et al ., 2007).

Les acides nucléiques

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégiée des EOR,
ils sont alors transformés en produits de fragmentations et en bases oxydées (Martinez-
Cayuela, 1995).

Les EOR ont une grande affinité de réaction avec certaines bases constitutives de
'ADN. La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-
OHdG) qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de ’'ADN qui peuvent,
elles aussi, étre victimes de I'action des radicaux libres. Si ces systémes de protection sont
débordés ou défectueux, les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de
I’ADN représentant ainsi la premiére étape impliquée dans la mutagenése, la carcinogenése
et le vieillissement (Lehucher-Michel et al ., 2001 ; Favier, 2003 ; Valko et al., 2006).

2-Les antioxydants (antioxygeénes)
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Comme leur nom lindique, les antioxygénes sont des substances intervenant dans les
processus d’oxydation des produits alimentaires dans le but d’empécher ou de freiner
I'action de 'oxygéne moléculaire.

Les antioxydants sont des substances qui, ajoutées a de faibles doses a un produit
naturellement oxydable a lair, sont capables de supprimer, empécher ou retarder les
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processus d’oxydations en augmentant le temps au bout duquel il y a une altération
décelable du produit (Gunston et al., 1983).

L'utilisation d’agent antioxydant est ancienne et a été pratiquée depuis longtemps de
fagcon empirique. On s’est apergu que certains végétaux étaient capables de retarder la
détérioration des aliments a I'air (effet protecteur du bourgeon du peuplier, du bois de chéne,
de sauge, du romarin). La branche de romarin introduite dans I'huile d’olive n’a pas qu’un
effet décoratif, elle protége également contre I'oxydation.

2.1-Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent inoffensifs (Vansant, 2004).

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que 'oxygéne est
un élément potentiellement toxique puisqu’il peut étre transformé en formes plus réactives
connues sous le nom d’oxygéne actif (Boyd et al., 2003).

llsagissent en formant des produits finis non radicaux. D’autres en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation. En réagissant rapidement avec un radical d’acide
gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres
antioxydants absorbent I'énergie excédentaire de I'oxygéne singulet pour la transformer
en chaleur. D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I'oxydation d’un
autre substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme temps les
antioxydants arrétent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants
est relativement stable (Vansant, 2004) (Figure 5).

ROO  -AH —— ROOH - A
RO -AH ——» EROH -4&
FOO - —» ROOA

RO -A —» ROA
Figure 5: Mécanisme d’action d’un antioxydant AH.
2.2-Types d’antioxydants

Il existe deux grandes familles d’antioxygénes, ceux d’origine naturelle et ceux de synthése.

2.2.1-Antioxydants de synthése

Les antioxydants de synthése habituellement utilisés sont les composés phénoliques
comme le Butyl Hydroxy Anisole (BHA), Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) et leTer-Butyl-
Hydroxy-quinone (TBHQ) et les esters de I'acide gallique. Les antioxydants phénoliques
sont toujours substitués par les alkyls qui ont prouvé une plus grande solubilité dans les
graisses et les huiles.

2.2.2-Antioxydants naturels
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Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont été proposé. Elles
incluent le béta caroténe, I'albumine, I'acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les
flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E ... etc.

Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont
également une capacité de lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson, 1999).

La vitamine E est un antioxydant important qui protége les cellules contre les
dommages associés aux radicaux libres et par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout

a

en ralentissant le processus de vieillissement (Maydani, 2000) et la diminution de

I'athérosclérose (Maydani, 2000) b . Il a été déterminé que la vitamine E naturelle, semble
étre deux fois plus biodisponible que la vitamine E synthétique (Burton et al, 1998).
La vitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix et les germes de
diverses graines (Versant, 2004).

Les caroténoides sont une classe de composés phytochimiques trés importante,
trouvés dans les légumes et fruits, également dans le lait, empéchent les dommages
génétiques, protégent contre les dommages oxydants en augmentant le métabolisme
de désintoxication, empéchent I'expression des oncogénes, augmentent l'activité de
communication des GAP jonctions.

La vitamine C ou I’acide ascorbique est un micronutriment qui n’est pas synthétisé
par 'organisme humain et doit étre apporté dans les aliments. Cette vitamine hydrosoluble
est capable de réagir directement avec les radicaux superoxydes, hydroxyles et 'oxygénes
singulet et peut jouer le réle d’antioxydant. L’acide ascorbique agit comme un piégeur 20

2 "+ acide ascorbique + 2H * acide ascorbique + 2H 2 O (Wang et al., 2000).

2.3-Classement des antioxydants selon leurs mécanismes d’action

Les antioxydants peuvent aussi étre classés selon leurs mécanismes d’action :

2.3.1-Les antioxydants de type |

L'action des antioxydants de type | repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres.
lIs inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux
radicaux libres présents (Belaiche, 1979)

Les composés phénoliques naturels : tocophérols ou de synthése: le Butyl Hydroxy
Anisole (BHA) appartiennent a cette classe d’antioxydants (Kortenska et al., 2002).

2.3.2-Antioxydant de type I

Ce type d’antioxydants prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
différents mécanismes. Certains chélatent les ions métalliques réduisant I'effet pro-oxydant
des ions, c’est les cas des acides phosphorique et citrique, Iécithines (Gunstone et al.,
1983).

L’acide ascorbique a une activité antioxydante a des concentrations supérieures a 0,5%
tandis qu’il posséde un effet pro-oxydant a faibles concentrations : 0.02- 0.03% ( Decker
et al., 1998).

Les flavonoides (un potentiel antioxydant naturel) rentrent dans cette catégorie
d’antioxydants. lls agissent en piégeant les radicaux libres et en complexant les métaux pro-
oxydants ( Roeding-Penman et al., 1998 ).
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2.3.3-Les antioxydants de type lll

lls regroupent les facteurs de I'environnement qui ont une action antioxydante en agissant
sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene, la lumiére.

L'emballage des produits permet ainsi de minimiser I'exposition a l'air et a la lumiére. La
mise sous vide permet de limiter les réactions d’oxydation et donc de prolonger la durée de
vie des produits. L'emballage peut également étre réalisé sous atmosphére modifiée (azote
ou CO9) (Eymard, 2003).

2.3.4-Les agents synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I'action de certains antioxydants ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection. Parmi eux se trouvent : les
acides lactique, tartrique, et ortophosphorique ainsi que leurs sels de sodium, potassium
ou calcium.

Par ailleurs les antioxydants de synthése sont de moins en moins utilisés dans les
denrées alimentaires. Des études ont montré que certains antioxydants ne sont pas
inoffensifs pour ’lhomme.

Le tableau 3 illustre quelques exemples d’antioxydants synthétiques ainsi que les effets
qgu’ils provoquent :

Tableau 3: Antioxydants synthétiques et leurs effets sur la santé humaine

Antioxydant Effet

Gallate de propyle. Gallate de
d’octyle. Gallate de dodécyle.

A forte dose, sensibilisation cutanée, notamment,
réaction de la muqueuse buccale.

BHT (Butyl Hydroxy Toluéne). BHA
(Butyl Hydroxy Anisol).

Elévation du taux de lipides et de cholestérol

dans le sang. Hypertrophie du foie et retard de la
croissance pour le BHT. Développement de réactions
allergiques. Développement de tumeurs.

(Moll et Moll, 1998).

2.3.5-Enzymes comme antioxydants

Une question qui se pose actuellement est I'utilisation des enzymes comme antioxydants.
En effet, elles agissent en provoquant trois types de réactions :

L’élimination de I'oxygéne;

L’élimination des espéces de I'oxygene actif appelés aussi les espéces réactives de

I'oxygénes (ERO) comme les radicaux peroxyde et superoxyde (Op *");

La réduction des hydroperoxydes des lipides.

Cette utilisation n’est pas autorisée dans I'UE (Union Européenne). La stabilité des enzymes
en présence des lipides est difficile a prédire et on estime que des recherches sont
nécessaires dans ce domaine (Moll et Moll, 1998).

2.4-Mesure du niveau d’oxydation
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Il existe de nombreux tests permettant d’évaluer le niveau d’oxydation, mais leur corrélation
avec la détérioration organoleptique ou avec la durée de conservation possible n’est pas
toujours satisfaisante (Cheftel, 1977).

Vu le nombre élevé de méthodes de mesures de l'oxydation, nous citrons les
principales :

Indice de peroxyde
Il est déterminé par deux méthodes :

Méthode iodométrique : cette méthode consiste a réduire le peroxyde a l'aide de
I'acide iodure de potassium, qui s’oxyde lui-méme en iode que I'on détermine (Moll et
Moll, 1998). C’est la méthode AFNOR T60-200.

Méthode colorimétrique : les peroxydes présents dans le milieu oxydent le Fe+2

et Fe+3 qui est dosé sous forme de chlorure ou de thiocyanate ferrique (Mitsuda et
al., 1966).

Test de SWIFT ou AOM (active oxygen method)

C’est un test accéléré qui consiste a faire barboter de l'air dans la matiére grasse a
98°C. On détermine ensuite I'indice de peroxyde (Moll et Moll, 1998).

CHAPITRE IV : Activité antimicrobienne

Introduction

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des médecines dites
alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la conservation des produits alimentaires
crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les produits pharmaceutiques. Les
effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi, les huiles
essentielles et leurs composants, actuellement employés comme ardmes alimentaires
sont également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc
servir d’agents de conservation alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart
classés “généralement reconnus comme sains” (Generally Recognized As Safe GRAS),
ou approuvés comme additifs alimentaires par la Food and Drug Administration. lls n’ont,
par conséquent, pas besoin d’autorisation d’emploi dans les aliments, mais cependant des
études préalables sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité antimicrobienne.

1-Principaux agents antimicrobiens

Ce sont des substances dont le contact, dans des conditions définies avec les
microorganismes, entraine, soit I'arrét de leur multiplication, soit leur mort. Chaque agent
est défini par son spectre d’activité

1.1-Agents physiques
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La plupart des agents antimicrobiens physiques sont efficaces sur I'ensemble des micro-
organismes. Parmi ces agents, on peut citer:

La chaleur : L'utilisation de la chaleur est un procédé trés efficace pour la destruction
des micro- organismes. Tres utilisés au laboratoire pour les milieux de culture et le matériel,
les traitements thermiques sont a la base de la conservation de nombreux aliments.

Le froid : Le froid entraine le ralentissement de la croissance et des transformations
microbiennes. La congélation et la surgélation par exemple permettent une stabilité totale
vis- a-vis des micro-organismes et entrainent une mortalité plus au moins importante.

Les radiations électromagnétiques : Les rayonnements électromagnétiques
couvrent une large gamme de longueurs d'onde: les rayonnements infrarouge et les ultra-
violet, les rayons X, les rayons y, etc.

1.2-Les agents chimiques

lls ont un pouvoir bactéricide et fongicide lié a la présence de composés phénoliques,
d'alcools, etc...

Les alcools : Les alcools supérieurs ont un pouvoir bactéricide qui augmente avec leur
masse molaire, mais leur solubilité dans I'eau diminue en paralléle, ce qui limite leur usage.

Le phénol et ses dérivés : Le phénol et ses dérivés sont trés utilisés a cet effet,
car ils agissent a des concentrations trés basses. lls sont utilisés en médecine comme
désinfectants et agissent par dénaturation des protéines de la membrane cytoplasmique
(Schoderet et al., 1989).

1.3-Agents biologiques

lls peuvent se traduire par la production de métabolites comme les acides et les
antibiotiques. Certains micro-organismes sont considérés comme prédateurs pour d'autres.

Les HE : Elles ont un pouvoir bactéricide et fongicide lié a la présence de composés
phénoliques, d'alcools, etc. Ces huiles peuvent étre remplacées par leur(s) composé(s)
actif(s): thymol, carvacrol ... ect.

Les enzymes : Divers enzymes lytiques pourraient jouer un rble dans la protection
des aliments contre les microorganismes. Elles pourraient avoir des applications dans la
conservation spécialement quand les bactéries sporulantes sont a craindre (Bourgeois et
al., 1996).

2-Détermination de l'activité antimicrobienne

La technique de détermination de I'activité antimicrobienne des HE a une grande influence
sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de l'insolubilité des constituants de ces
huiles dans I'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a de faibles concentrations
et des problémes de standardisation des méthodes (Hulin et al., 1998).

Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés :

Selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I'HE, soit liquide, solide ou gazeux ;
Selon la nature du contact de I'HE avec le germe: diffusion sur disque, solution
alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.

2.1-Principales méthodes
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Les principales techniques actuelles de détermination du pouvoir antimicrobien des HE se
divisent en deux grands groupes:

2.1.1-Technique de micro-atmosphére

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier filtre imprégné d'HE au centre du
couvercle d'une boite de pétri, sans que I'HE entre en contacte avec la gélose ensemencée
par les micro-organismes. La boite est hermétiquement fermée.

Il se produit une évaporation des substances volatiles dans I'enceinte de la boite et les
cellules sensibles de I'inoculum sont inhibées. La lecture du test porte donc sur la croissance
ou non du l'inoculum.

Cependant cette méthode ne quantifie pas Il'activité antimicrobienne réelle des HE,
elle montre seulement l'activité des constituants volatils a la température d'incubation
(Bouchiki, 1994).
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Figure 6 : lllustration de la méthode des microatmospheres

2.1.2-Techniques par contact direct

Elles consistent & mettre en présence de I'HE les microorganismes, puis d'observer la
croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu gélosé ou liquide.

L'aromatogramme ou encore méthode des disques est I'une de ces méthodes.
a-Aromatogramme

Cette méthode a l'avantage de s'appliquer a un trés grand nombre d'espéces
bactériennes et d'avoir été largement évaluée par 50 ans d'utilisation mondiale. Elle consiste
a utiliser des disques de papier imprégnés des différents produits a tester.

Les disques sont ensuite déposés a la surface d'une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a étudier. Aprés incubation, les bactéries se développent
sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d'HE
suffisante pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone
circulaire indemne de colonies, appelée zone d'inhibition. Plus le diamétre de cette zone
est grand, plus la souche est sensible a I'HE. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante
( Fauchére et Avril, 2002).
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Figure 7 : Schéma simplifié du principe de la méthode des aromatogrammes.
b-Méthode du puits ou cylindre
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Cette méthode assure une diffusion radiale de I'HE a partir d'un puits en donnant une
zone d'inhibition claire et facilement mesurable (Bennett et al., 1966). Elle consistait
a découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser une solution d'HE de
concentration connue. L'HE diffusant radialement crée une zone d'inhibition circulaire a la
surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman
et Deans, 2000).

c-Méthodes de dilution et microméthode

Les HE a traiter peuvent également étre directement mélangées en concentration
connue au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide. Le milieu est ensuite inoculé a un
taux déterminé de micro-organismes et, aprés incubation, on note la présence ou I'absence
de culture; la lecture peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degré d'inhibition est
en rapport avec la turbidité du milieu (Giamperi et al., 2002).

Par ailleurs, des microméthodes en milieu liquide ont été mises au point par Delaquis
et al, 2002. Ce genre de méthode sert a la détermination des paramétres définissant
I'activité antimicrobienne en introduisant des concentrations connues dans le milieu.

2.1.3-La CMl et CMB

La force relative d'un antimicrobien est déterminée par des dilutions en séries. Plus le
produit est dilué en restant inhibiteur de la croissance du microorganisme, plus il est
puissant. La plus faible concentration qui inhibe la croissance est appelée concentration
minimale inhibitrice "CMI" (Perry et al., 2004). Fréquemment, la CMI n'est pas totalement
bactéricide, de ce fait, une partie de l'inoculum sera capable de se développer aprés
disparition du composé inhibiteur.

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I'observation de la
gamme permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la
plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.

Ceci a amené a définir un autre paramétre, la' "CMB" (concentration minimale
bactéricide) qui est déterminée en milieu liquide par I'évaluation des survivants apres
élimination du composé inhibiteur (Hulin et al., 1998).

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration
en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de I'inoculum bactérien initial (soit moins
de 0,01 % de survivants). Elle définit I'effet bactéricide d’'une huile essentielle.

2.1.4-Limite de ces méthodes

Quelle que soit la méthode de contact directe choisie, ces techniques, fiables pour les
agents antimicrobiens hydrosolubles, posent un probléme de diffusion, d'homogénéité et de
dispersion avec les HE, en raison de leurs trés faibles solubilités dans les milieux de culture
aqueux. Un certain nombre de solutions ont été proposées. La technique de diffusion en
gélose peut étre améliorée par I'ajout des détergents qui facilitent la diffusion des HE dans
la gélose (Deans et Ritchie, 1987).

Pour la méthode de contact en milieu liquide, il faut disperser les HE dans une solution
de détergent (Tween 80) ou solubiliser les HE dans I'éthanol avant de les introduire dans le
bouillon de culture ensemencé en micro-organismes (Kim et al., 1995).
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Avec des solvants (éthanol) ou des détergents (Tween 80), la dispersion des HE dans
les milieux liquides est homogéne et la diffusion dans les milieux gélosés est meilleure.

Toutefois, les CMI et les CMB obtenues dans ces conditions sont-elles dues aux HE
seules, ou au mélange des HE avec les détergents ou les solvants? Selon les détergents et
les solvants et selon les concentrations auxquelles ils sont employés, les CMI et les CMB
varient (Bowles et al., 1995).

3-Facteurs influengant I'activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne est sous la dépendance d'un certain nombre de facteurs qui la
favorisent ou l'inhibent :

3.1-Nature et état du micro-organisme

Toutes les espéces ne sont pas également sensibles vis-a-vis d'une substance, et dans une
population bactérienne, il peut exister des différences individuelles de sensibilité. Un agent
antimicrobien est caractérisé par son spectre d'activité, c'est-a-dire le nombre d'espéeces
vis-a-vis desquelles son pouvoir bactériostatique ou bactéricide s'exerce (Leclerc et al.,
1995).

L'état physiologique de la bactérie joue aussi un grand réle: les microorganismes sont
plus sensibles en phase exponentielle qu'en phase stationnaire envers les antimicrobiens
chimiques, le phénoméne pouvant étre inverse pour des agents physiques. Les formes
sporulées sont beaucoup plus résistantes aux agents physiques ou chimiques que les
formes végétatives (Guiraud, 2003).

3.2-Nature de I’agent antimicrobien

Les différents agents ont une efficacité et un spectre d’activité variable. Pour les agents
physiques, I'activité microbicide augmente souvent avec la dose alors que pour les agents
chimiques les effets seront d’abord bactériostatiques puis bactéricides. L’activité de certains
agents dépends de leurs stabilité ; pour d’autres (hypochlorite de sodium, peroxyde
d’hydrogéne). L’activité est liée a leur décomposition.

3.3-Role de I'environnement

L'environnement peut influencer considérablement I'efficacité des agents antimicrobiens
physiques et chimiques. Pour les agents chimiques, la solubilité dans I'eau est un facteur
déterminant. La température, le pH du milieu, la turbidité, la viscosité, I'épaisseur, la dureté
de I'eau et les matiéres organiques jouent aussi un réle important.

4-Les propriétés des agents antimicrobiens
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4.1-Criteres de choix

Le choix d’'un agent désinfectant est délicat, ne sont évidemment utilisable dans I'industrie
alimentaire ou traitement de I'eau que les agents qui n’entrainent pas de toxicité. Ce
probléme se pose peu pour les traitements physiques. Plusieurs autres conditions sont
généralement requises : large spectre d’activité adapté a la flore du produit, faible codt,
facilité d’utilisation (utilisable a faible concentration, ou facilement éliminable par ringage,
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ou ne laissant pas de sous produits dangereux), absence de pouvoir corrosif,... etc.
L’addition de produits chimiques (agents de traitements désinfectants ou conservateurs) est
séverement réglementée.

4.2-Classification

Les roles des agents antimicrobiens est d’inhiber la croissance des microorganismes ou
de les détruire. Il existe de nombreux moyens de lutte de nature physique, chimique
ou biologique. Les principaux traitements sont classés en traitement d’éliminations, de
destructions et de stabilisations. Il faut distinguer les produits microbicides (germicides ou
bactéricides) qui agissent par destruction (mort) des germes et les microbiostatiques (ou
bactériostatiques) qui agissent sur leurs développement (stabilisation). Les produits utilisés
pour les traitements des eaux sont microbicides, alors que dans I'industrie alimentaire on
peut utiliser des agents, soit au cours de la fabrication (microbicides), soit dans le produit fini
(microbicides et stabilisants). Des produits chimiques sont utilisés aussi pour le nettoyage
du matériel et des locaux.

On appel désinfectant des agents capables de détruire le germes pathogénes (ou
non) dans I'environnement (eau, sol, air,... etc.). Ce terme est généralement réservé aux
substances agissantes sur des objets inertes. Il est possible d'utiliser les désinfectants
a concentration et temps de contact élevés. On appel antiseptique des agents capables
de détruire des microorganismes ou d’arréter leurs développements (micobicides ou
microbiostatiques). lls sont habituellement utilisés en action locale chez étres vivants. Les
désinfectants et antiseptiques ne sont généralement pas administrés par voie orale en
raison de leurs toxicités. On appel agents de conservation ou conservateurs alimentaires
des substances additionnés aux aliments : ils ne sont pas toxiques pour le consommateur
aux doses utilisées. On appel agents chimio thérapeutiques des substances actives sur les
microorganismes mais peu ou pas toxiques aux doses employées, pour les autres cellules
humaines ou animales et qui sont utilisées en médecine.

4.3-Agents d’éliminations

L’élimination des microorganismes peut étre obtenue par des procédés mécaniques. Le
lavage est un moyen simple mais toujours efficace : des microorganismes fixés ou « ou
cachés » ne sont pas forcement éliminés. L'efficacité peut étre améliorée a I'aide d’agent
tensio actifs ou de produits désinfectants (eau chlorée). La décantation (éventuellement
aprés un traitement de floculation ou d’agglutination) et la centrifugation au dessus de
5000g permettant de diminuer la charge microbienne de produits liquides : ces traitements
permettent de faciliter des traitements ultérieurs. La filtration est également utilisable a
condition que le milieu ne soit pas visqueux et ne soit pas chargé de matiére en suspension.
Elle nécessite 'emploi de filtres organiques ou minéraux (filtres en céramiques, verre frité,
membranes en acétate de cellulose ou en matériaux divers) dont le diamétre des pores est
inférieur aux dimensions des microorganismes. L’avantage majeur de ces produits est de
ne pas modifier les qualités organoleptiques des produits traités.

5- Activité antimicrobienne des HE

Le pouvoir antimicrobien des HE est lié a leur composition chimique, en particulier a leurs
composés majeurs et sont d'ailleurs souvent remplacées par ces composés actifs.

5.1-Propriétés antibactériennes des HE
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Deans et al. , (1987) ont étudié I'effet de 50 HE de plantes sur 25 germes de bactéries,
a quatre concentrations différentes, grace a une méthode de contact direct en milieu solide
(puits). Sous leur forme non diluée, toutes les HE inhibent un genre bactérien. Les neuf HE
manifestant les propriétés inhibitrices les plus importantes sont les HE de I'angélique, du
laurier, de la cannelle, du clou de girofle, du thym, de 'amande amére, de I'origan, du piment
et du géranium. Elles inhibent plus de 20 genres de bactéries testées.

Aprés séparation et identification de différents composés de I'huile essentielle, Kim
et al .,(1995); Adam et al, (1998) ont démontré que différents constituants des HE
possedent des activités antibactériennes et que les constituants volatils majeurs ont les
propriétés antimicrobiennes les plus importantes: carvacrol (composé volatil majeur de I'HE
d'origan), thymol (composé volatil majeur de I'HE de thym) , linalool (composé volatil majeur
de I'HE de la coriandre), eugénol (composé volatil majeur de I'HE de poivre et du clou du
girofle).

5.1.1-Propriétés antibactériennes sur les bactéries pathogénes présentes
parfois dans les aliments

Une étude portant sur l'activité antibactérienne des HE de onze épices turques
dont l'origan, a été testé sur 17 bactéries pathogénes dont Escherichia aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus typhimurium, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et P. fluorescens, ceci par la méthode de diffusion sur
disque en papier. L'activité antibactérienne des HE de six épices parmi les onze a été testée
a quatre concentrations différentes (0.2, 0.4, 1 et 2%).

Les différents résultats ont montré que toutes les préparations présentaient une activité
antibactérienne contre au moins une bactérie, et qu'en général, les HE testées aux
concentrations de 1 et 2% étaient les plus efficaces, surtout celles de la marjolaine, du thym
etde l'origan ( Ozkan et al., 2003).

5.1.2-Propriétés antibactériennes sur les bactéries utiles a la transformation
des aliments

Une HE utilisée comme conservateur alimentaire doit se montrer inoffensive pour les
bactéries utiles a la transformation alimentaire, notamment les ferments d'acidification,
d'aromatisation ou d'affinage.

Canillac et Mouret (1996) ont travaillé sur I'effet des HE du pin et du sapin sur des
microorganismes d'affinage tels Brevibacterium linens et Kluyveromyces lactis, afin de
valider leur emploi comme agents anti-Listeria. A1%, I'HE du pin élimine plusieurs de ces
microorganismes notamment, Listeria sp., celle du sapin est bactéricide pour Listeria sp.
et Micrococcus sp. Par contre, a 0,28%, I'HE du sapin est certes, bactériostatique pour
Listeria sp. mais n'empéche pas la multiplication d'autres microorganismes d'affinage et
d'aromatisation (Hulin et al., 1998).

5.1.3-Mécanisme d'action sur les bactéries

Plusieurs études ont montré l'apparition de fuites d'ions potassium K* de cellules
microbiennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) en contact avec du Tea-tree
(Melaleuca alternifolia). 1l s'agit de la toute premiére indication de dégats irréversibles au
niveau de la membrane. Des composés isolés tels le thymol et le carvacrol rendent la
membrane des bactéries perméable, prémices de leur mort (Lambert et Skandamis, 2001).
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La faculté de perturber la perméabilité de la cellule membranaire, accompagnée de la perte
de lI'osmose chimique sont bien la preuve d'une activité Iétale de certaines HE (Cox et
Mann, 2000).

5.2-Propriétés antifongiques des HE

Les champignons sont des contaminants fréquents des denrées alimentaires tels les
céréales, les fruits séchés et les oléagineuses. Leurs toxines secrétées occasionnent
souvent de graves atteintes a la santé humaine et animale.

5.2.1-Activité sur les moisissures

L'action inhibitrice de 5 HE (thym, sauge, eucalyptus, muscade, senné) a été testée a
différentes concentrations (100-500 ppm) contre Alternaria alternaria. Les résultats obtenus
ont montré que les HE de senné et de thym avaient la plus forte activité antifongique. A 500
ppm, I'HE de senné a complétement inhibé la croissance d'Alternaria alternaria, tandis qu'a
la méme concentration, celle du thym ne I'a fait qu'a 62%. Une inhibition irréversible peut
étre obtenue par une exposition a I'HE de senné pendant 6 jours (300ppm) ou de 3 jours
(500 ppm) (Feng et Zheng, 2007).

Les HE de sept Labiacées marocaines ont été analysées chimiquement par CG/SM et
évaluées in vitro pour leur activité antifongique contre Botrytis cinerea. Les HE de I'Origanum
compactum ont totalement inhibé le développement de la moisissure et ceci a 100 ppm.

Les deux principaux composés des HE des deux plantes et qui sont le thymol et le
carvacrol, sont les plus inhibiteurs (100% d'efficacité) du développement de Boftrytis cinerea,
ceci a 100 ppm. (Bouchra et al., 2003).

Donc, les HE pourraient étre proposées comme agents antifongiques dans les
traitements alimentaires pour prévenir la présence des aflatoxines, des ochratoxines ou des
stérigrnatocystines.

5.2.2-Activité sur les levures

Les levures largement réparties dans la nature, sont capables d'altérer plusieurs types
d'aliments tels que: les vins, le fromage, le vinaigre, les jus, les fruits, les salades, le sucre.et
la viande, causant ainsi des changements de I'odeur, couleur, golt et texture ( Ray, 1996
in Souza et al ., 2006 ).

L'activité antifongique de I'HE d'Origanum vulagaris L., a été évaluée en déterminant
la CMI de I'HE par deux méthodes. Le test a été réalisé sur 7 levures de pourritures des
aliments dont Candida albicans ATCC 7645, Pichia minuscula NI 7638 et Rhodotorula rubra
LBFHC 1096.

Les résultats ont montré que I'HE d'Origanum vulgaris L. inhibait le développement de
toutes les levures dans les deux méthodes, mais a des CMI variables (Souza et al., 2006).

6-Mode d’action des huiles essentielles et de leurs principaux
constituants

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Compte-tenu de la diversité des
molécules présentes dans les huiles, l'activité antibactérienne semble résulter d’'une
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combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Figure

8).
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Figure 8 : Action des huiles essentielles et de
leurs constituants sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).

La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est
leur hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque
une déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire
(Sikkema et al ., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et de composés
intracellulaires (Carson etal .,2002 ; Ultee etal .,2002). Sila perte de matériel est trop
importante ou si les éléments cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de
la bactérie, cela entraine la mort cellulaire.

Le mode d’action de certaines molécules antibactériennes a été décrit dans la
littérature. Le carvacrol et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilité
membranaire (Lambert etal ., 2001).

L’action du thymol a été étudiée sur des membranes artificielles (Trombetta et al
., 2005). Son efficacité dépend de la composition et de la charge nette de la membrane.
Lorsqu’il pénétre dans la membrane plasmique, il semble altérer sa perméabilité et entrainer
une perte du matériel intracellulaire.

Les modes d’action des huiles essentielles et de leurs principaux constituants, décrits
jusqu’a présent, semblent tous affecter la paroi ou la membrane cytoplasmique. Cependant,
la variabilité chimique des huiles essentielles laisse présager I'existence de molécules
pouvant agir par de nouveaux mécanismes cellulaires.

7-Comparaison entre les antibiotiques et les huiles essentielles

L'étude comparative entre les antibiotiques et les huiles essentiellesest représentée dans
le tableau 4.
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Tableau 4: Représentation des différences existant

entre les huiles essentielles et antibiotiques. (Anonyme 7).

8-Facteurs influengant I'activité antimicrobienne

Selon Hulin et al., (1998) les facteurs influengant les propriétés antimicrobiennes des HE
sont:

8.1-Effet de la température

Moleyar et Nasimham (1992) et Bowls et al, (1995) ont montré respectivement
que la température affecte les propriétés d'inhibition de I'aldéhyde cinnamique quand la
température augmente de 20°C a 30°C et, augmente les propriétés antibactériennes des
carbonyles aromatiques et aliphatiques lorsque la température baisse de 37°C a 12°C.

8.2-Le pH
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Sur 11 composés étudiés dont I'eugénol, le maltol et le menthol, Jay et Rivers (1984) ont
constaté une augmentation de I'activité de tous les composés a pH 6 par rapport au pH 8.
A pH 5 et & la température d'incubation de 5°C, 0,01 g/l de diacétyle suffisent pour inhiber
Pseudomonas jluorescens et Staphylococcus foecalis, alors qu'a 15°C, 0,078 g/l et 0,156 g/
| sont respectivement nécessaires pour inhiber ces microorganismes.

9-Applications des HE sur les aliments

Trois HE (thym, ail, piment) ont été étudiées pour leur pouvoir antibactérien sur des
saucisses de hot-dog contre Listeria monocytogenes. Les tests ont porté sur trois genres
de saucisses: 0%, 9% et 26% de matiére grasse. Les résultats obtenus montrent que le
thym a une concentration de 1 ml/l inhibait parfaitement le développement dans les deux
premiers genres et non dans le troisieme, alors qu'a la méme concentration, I'ail inhibait le
développement dans les trois genres.

Les propriétés organoleptiques d'une viande de beeuf hachée contenant 1% (volume/
poids) d'HE d'origan ont été améliorées durant un stockage sous un emballage sous vide
et sous une atmosphére modifiée a 5°C ( Oussalah et al., 2006 ).

Le développement d'Alternaria alternaria a été considérablement inhibé sur des
tomates fraiches traitées avec de I'HE de senné et entreposées pendant 5 jours a 25°C.
Le pourcentage de tomates pourries traitées avec 500 ppm d'HE était de 19,1% (Feng et
Zheng, 2007).

Un concentré de tomate inoculé avec Aspergillus jlavus puis traité avec 500 ppm d'HE
de thym et entreposé a 25°C pendant deux mois gardait tout son godt et son arbme en plus
de l'inhibition d'Aspergillus jlavus ( Omidbeygi et al., 2007 ).

En présence d'eugénol, composé majeur de I'HE du clou de girofle, la production
d'aflatoxines dans les grains de mais traités diminue d'environ 60 % par rapport aux témoins
( Hulin, 1998 ).

D’aprés Caillet et Lacroix (2007), certains facteurs comme la température, les
conditions de stockage, le pH ou la composition de I'aliment, peuvent avoir une influence
sur I'action des HE. Il est établi que I'efficacité de I'huile augmente avec la diminution du
pH de l'aliment, de la temperature de stockage ou encore de la quantité d’'oxygéne dans
'emballage. Cela est d’autant plus intéressant que les quantités d’huile nécessaires pour
le contrdle de la croissance bactérienne dans les aliments conservés a basse temperature
pourraient étre réduites. Il est également prouvé qu’'une méme huile sera plus efficace
dans un aliment pauvre en gras et/ou en protéines. Les fortes teneurs en eau et en sels
d’'un aliment vont aussi favoriser I'action de I'HE, alors qu’une structure gélatineuse va au
contraire la limiter.
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CHAPITRE | : Matériels et méthodes

1-Matériel végétal

Les plantes (tableau 5) que nous avons utilisées lors de notre expérimentation sont: La
sauge ( Salvia officinalis.) provenant de la région de Bouderbala daira de Lakhdaria wilaya
de Bouira, la rue des montagnes ( Ruta montana) provenant de la région de Tablat et
'aneth ( Anethum graveolens ) provenant des environs de Birkhadem.

Tableau 5:Le matériel végétal utilisé.

Espéces Parties utilisées Etat Date de récolte
Salvia officinalis Rameaux et feuillés | Frais Mai 2012

Ruta montana Feuilles et tiges Frais Juin 2002
Anethum graveolens |Fruits matures Frais Aolt 2012

2-Elaboration des coupes histologiques

La localisation des organes producteurs des huiles essentielles des parties aériennes des
plantes étudiées permet d’appréhender les mécanismes mis en jeu lors de son extraction.
Pour cela, des coupes transversales a main levée sont effectuées sur les rameaux feuillés,
feuilles, tiges et fruits des espéces étudiées. Les organes sont disposés entre deux tranches
de moelle de sureau pris entre le pouce et I'index, afin obtenir des coupes trés fines pour
pouvoir les observer au microscope photonique.

Les coupes ont été préparées au niveau du laboratoire de botanique de I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique. On fait passer ces coupes dans différents bains :

Bain n°1: Solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel a 12°) pendant 20 minutes
pour vider les cellules de leur contenu.

Bain n°2: Eau distillée pendant 1 a 5 mn pour rincer I'eau de javel.

Bain n°3: Acide acétique a 5% pendant 5 mn afin de faciliter la coloration des parois.
Bain n°4: Eau distillée pendant 1 minute pour le ringage.

Bain n°5 : Colorant (Carmino-vert) pendant 1 minute pour différencier les parois
cellulosiques (rose) des parties lignifiées (vert).

Bain n°6 : Eau distillée.

Ensuite, les coupes sont disposées entre lame et lamelle et observées a l'aide d'un
microscope photonique de type AUS JENA JENALUMAR. Enfin, les meilleures coupes sont
photographiées.

3-Extraction des huiles essentielles
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L'extraction des HE a été réalisée au laboratoire de chimie a I'Ecole Nationale Supérieure
Agronomique par hydrodistillation au moyen d'un appareil de Clevenger modifié.

3.1-Protocole expérimental d'extraction

100 g de matiére végétale constituée des parties aériennes, sont introduits dans un ballon
de 2 litres rempli d'eau aux 2/3 de son volume.

Le ballon chauffé produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur se
condense au contact du réfrigérant. Le condensat est recueilli dans une ampoule a décanter
ou l'on sépare la phase aqueuse de la phase organique (phase supérieure) qui constitue
I'HE qui sera séchée avec du sulfate de sodium anhydre (NapSQOg4) afin d'éliminer toutes

traces d'eau. L'HE séchée, séparée du sulfate de sodium par filtration sur de la laine de
verre, est conservée a 6°C dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement en vue de
son analyse.

3.2-Rendement de I'extraction

Le rendement en HE de différentes méthodes. Dans ce travail nous avons considéré celle
du rapport entre le volume de I'huile récupérée (V HE) et la masse de la matiére végétale

seche (Mv).
Le rendement en HE exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante:

Bdth = Vg 100 grammes de la matibre végétale

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

Cette relation est actuellement la plus utilisée du fait de sa simplicité.

4-Caractéristiques des HE

La caractérisation d’'une essence consiste a :

Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur) ;
Déterminer ses indices physico-chimiques (densité et indice de réfraction...) ;

Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents
constituants.

4.1-Propriétés organoleptiques

L'appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles nécessite
l'utilisation de nos sens afin d'évaluer I'aspect, I'odeur, la couleur ainsi que la flaveur.

4.2-Indices physico-chimiques

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles indiquées
par le recueil de normes de I'Association Francaise de Normalisation (AFNOR).
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4.2.1-Densité relative a 20°C: Norme NF T 75 — 111
4.2.2-Indice de réfraction a 20°C: Norme NF T 75 -112

5-Analyse qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles par
CPG et CPG/SM

Les HE extraites des trois plantes étudiées ont été soumises a des analyses qualitatives et
semi-quantitatives par chromatographie.

5.1-Analyse qualitative des huiles essentielles par chromatographie en
phase gazeuse seule (CPG)

L'analyse qualitative par CPG des échantillons d'huiles essentielles a été effectuée au
laboratoire d'analyse instrumentale du département de Technologie Alimentaire de I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique selon les conditions opératoires suivantes : Appareil
du type CP. Chrompack. 9002. Colonne capillaire de phase stationnaire DB5 non polaire.
Longueur 30 métres; diamétre interne 0.32 mm. Programmation de la température 50°C
en isotherme pendant 3 minutes puis augmentation de la température a raison de 2°C/min
jusqu'a 220°C; Mode d'injection split avec un rapport de division de 1/50 ; Température de
détection 280°C; Pression 30 K Pascal; Gaz vecteur Azote; Débit du gaz vecteur 1 ml/min ;
Volume injecté 0.2 uL.

Mode d'identification

L'identification des composés se fait par comparaison de leurs indices de rétention
(indice de Kovats) a ceux cités par la littérature et a ceux de certains étalons disponibles
dans notre laboratoire. Pour le calcul de ces indices, un mélange d'alcanes (C6 - C24) est
injecté dans les mémes conditions opératoires que I'échantillon.

Les indices de Kovats (IK) sont calculés selon la formule suivante :

TR, - TE:
IF=100z+100n —
TRam = TE;

Avec:

TRc: temps de rétention du composé étudié (mn);

TRz: temps de rétention de l'alcane a z atomes de carbone qui précéde le composé
étudié (mn);

TRz+n : temps de rétention de l'alcane a z+n atomes de carbone qui suit le composeée
(mn);

n: différence des nombres d'atomes de carbone;

5.2-Analyse semi-quantitative des HE par CG/SM
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Cette analyse a été faite au laboratoire de chromatographie au centre de recherche et de
développement (C.R.D.) de SONATRACH (Boumerdes) selon les conditions opératoires

suivantes:
Chromatographie phase gazeuse (C.P.G.)

Appareil du type HP6890 N(HP Agilent technologies). Colonne: HP 5-MS (5%
Polymethylsiloxane). Longueur : 30 métres ; Diamétre interne: 0,250 mm. Epaisseur du film
de la phase: 0,25 ym. Programmation de la température: 35° C en isotherme pendant 2 min.
puis augmentation de la température a raison de 5° C/min jusqu'a 320° C. Mode d'injection:
Split a T= 250° C. Température de détection: 280° C " interface". Pression: 6,75 psi. Gaz

vecteur: helium. Débit du gaz vecteur: 1 ml/ min. Volume injecté: 0,2 uL
Spectrométrie de masse:

Mode de detection: Scan. Appareil: MS-5973 N(HP Agilent Technologies).. Potentiel

d'ionisation: 70 EV. Pression (Source, analyseur) : 6 psi

6-Evaluation de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante in vitro a été évaluée par deux méthodes parmi celles citées dans
la littérature. En général, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles testées est estimé
par comparaison avec un antioxydant de synthése (BHT). Le test a été répété 3fois pour

chaque concentration de chaque échantillon étudié.
6.1-Activité de piégeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1- picrylhydrazyl)

6.1.1-Principe

Le piégeage des radicaux libres est le principal mécanisme suivant lequel les antioxydants
agissent dans les aliments. La capacité de donation des électrons par les HE, est mise
en évidence par une meéthode spectrophotometrique en suivant la disparition de la couleur

violette d’un solvant polaire comme le methanol contenant le radical libore DPPH * (2,2-

Diphenyl-1-picryhydrazyl) a température ambiante.

Dans ce test le piégeage du radical DPPH * est suivi dela diminution de I'absorbance
a 517nm qui est due a la réduction du radical par I'antioxydant (AH) contenu dans les

échantillons.

La concentration en antioxydant nécessaire pour piéger 50% des radicaux IC 5q est

souvent utilisée.

6.1.2-Mode opératoire

Le test du DPPH a été réalisé sur un spectrophotométre UV-visible de type UNICAM

HELIOS A a la longueur d’'onde de 517 nm.

La solution de DPPH a été préparée a une concentration de 60 uM dans du méthanol
absolu. Le test du DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Cuendet et al.
(1997), Burits et Bucar (2000 ), ou 25 pl de chacune des dilutions des HE testées sont
mélangés avec 975 pl de la solution méthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation
de 30 mn a la température de laboratoire, 'absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage

d’activité (I %) est donné par la formule suivante :
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(%) = [ (A — Avand / (Agyee] - 100
Ou:
A planc : Absorbance du témoin (Solution de DPPH)
A ech : Absorbance de I'échantillon
6.2-Pouvoir réducteur

6.2.1- Principe

L'aptitude des HE a réduire le fer ferrique du complexe ferricyanure-Fe+3 en fer ferreux, est
évaluée selon la méthode décrite par Oyaizu (1986)

6.2.2-Mode opératoire

L'estimation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés est obtenue selon le protocole
expérimental représenté sur la figure 9:

0125 ol de e handilon (HE @ extrait)

|

25 mil d"ame sohulion tarmpon phosphate {@2M, pH 6.6)

25 ml d'here yanoferrate de potassiorn [K; Fe (CN)] (1%

Imcubyaina de 20 min & S0PC
Additin de 25 ml d°aride tric hloracetigue (10%

Centrifugaton pendant 10 min a 1500 trmdn

!

FPrelever 1.5 ml de la phase superiemms

|

Additiom de 2.5 ml d'ean distilbie 3 b phase supéricere preloee

Addition de 0.5 ml de chionme ferrigoe FeCL0,1%) aw moment de la lecure

|

Mesure die absrbance & 700 mon

Figure 9 : Protocole de mise en ceuvre du test du pouvoir réducteur.

7-Evaluation activité antimicrobienne
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7.1-Etude qualitative : détermination de I’effet inhibiteur des HE

Pour évaluer I'activité antimicrobienne des HE étudiées, nous avons adopté la méthode
de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelés
aromatogrammes. Les tests ont été réalisés au niveau du CRD-SAIDAL (El Harrach, Alger).
Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des ATB «Pharmacopée Européenne,
2002 ». La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été utilisée auparavant par plusieurs
chercheurs, Chao et al. (2000) et Ozcan et al., (2003).

7.1.1-Principe

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque stérile en cellulose (dans
notre cas: disque de 6 mm de diamétre) imprégné d’une quantité bien définie de I'HE a tester,
a la surface d'une gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri et ensemencée avec
le micro-organisme testé. Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du
diamétre (en mm) de la zone claire autour du disque, appelée: zone d'inhibition (Figure10).

[heque de pagpier
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essenticle ;ﬁx \(._‘-‘\'\\
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. x \ A
Imoculum fkﬁ'ﬂ# Incubation a 37°C g 1# By
bactén — r”/ pendant 24 heures \“i-_j_ﬁ"
£ren =
' .
Boite dc Petn Diamétre
ave: gelose inibibit

e

Figure 10 : Principe de la méthode de diffusion par disque.

7.1.2-Micro-organismes testés

L'activité antimicrobienne des HE étudiées a été testée sur 5 micro-organismes (4 bactéries
pathogénes et 1 levure), qui sont tous de souches pures et issues de la collection du CRD-
SAIDAL. Le tableau 6 illustre les principales infections causées par ces micro-organismes.
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Principales infections

Souche n” ATCC | Gram Famille .
pauzees
- Gastro-antaritas ;
Staphyvlosossus . . .o .
- 6338 Micrococcaceas - Infactions urinairas ;
- L'ostaormealits 2t arthrits,
Brendomonas -Crampsa:z abdomimnalas;
. 902 - Prezudomenadacsas
ASTUSINSIa

- Troublas digastifs.

- Diarrhaas dvsantarifomas.

Ezcherichia zoli 4157 Entarohactariacsas
- - Gastro-antéritas.
Baciiius subriiis 372 - Ezcillaozzz {rzstop-amtasitaz,
- Lesion: cutamsss ;
Candida - .. .
. 24432 Crvptococcacsas - Infactions pesophasisnnes
albicans E

- Infzctions z2mitalas,

Tableau 6: Caractéristiques des souches microbiennes testées
7.1.3-Protocole expérimental

7.1.3.1-Préparation de la premiére couche de milieu

On fait fondre les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud dans un bain marie a 95°C, aprés
on verse aseptiquement une premiére couche des deux milieux dans des boites de Petri de
90 mm de diamétre a raison de 15 ml par boite, on laisse refroidir et solidifier sur paillasse.

7.1.3.2-Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture jeune de 18h pour les bactéries et de 48h pour les levures, on
réalise des suspensions troubles en prélevant 3 a 4 colonies bien isolées et identiques,
qu'on dépose dans 5 ml d'eau physiologique stérile puis on agite au vortex. On réalise une
premiére lecture de la concentration de la suspension a I'aide d'un spectrophotométre en
estimant la transmittance qui doit étre comprise entre 22 et 32% pour les bactéries et entre
2 et 3% pour les levures et cela a une longueur d'onde de 620 nm.

Les valeurs comprises dans les intervalles cités ci-dessus correspondent a une

concentration optimale de 107-108 germes/ml. Si une des valeurs trouvée a la premiére
lecture n'est pas comprise dans l'intervalle, on I'ajuste soit en ajoutant de I'eau physiologique
(a2 9% de NaCl) si elle est inférieure a la valeur minimale ou en ajoutant des colonies si elle
est supérieure a la valeur maximale. A chaque fois une nouvelle lecture de transmittance
est réalisée jusqu'a I'ajustement de la suspension aux valeurs désirées. L'inoculum doit étre
utilisé dans les 15mn suivant sa préparation.
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7.1.3.3-Préparation de la deuxiéme couche du milieu

On fait fondre les deux milieux MH et SAB, on les laisse refroidir jusqu'a une température
de 45°C et on transvase 50 ml de chaque milieu dans des flacons stériles. On ensemence
les milieux avec 200 ul de chaque suspension et on agite manuellement; puis on dépose
rapidement 4 ml de chaque milieu ensemencé sur la surface de la premiére couche (couche
support) de gélose solidifiée. On étale immédiatement la couche en faisant pivoter la boite

sur elle-méme pour avoir une surface uniforme et on laisse solidifier sur la paillasse.

7.1.3.4-Les huiles essentielles utilisées

Pour I'étude de I'activité antimicrobienne, les huiles essentielles employées sont a I'état pur

pour pouvoir les utiliser dans la technique de 'aromatogramme.

7.1.3.5-Dépot des disques

A 'aide d’'une micropipette, en utilisant des cones stériles, on préléve 20 a 30 pl d’huile
essentielle pure, on dépose chaque quantité prélevée sur le disque posé préalablement a
I'aide d'une pince stérile sur la surface de la gélose ensemenceée, on laisse diffuser pendant
30 min. Et enfin, incuber a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour

les levures.

7.1.3.6-Lecture des résultats

Zones claires autour du disque : présence d’une activité inhibitrice des HE.
Absence de zones claires autour du disque : pas d’effet inhibiteur des HE.

7.2-Etude quantitative : détermination de la CMI & CMB des HE
7.2.1-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

7.2.1.1-Principe

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la derniére ou la plus
basse concentration d’'un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un

micro-organisme aprés 24 h pour les bactéries et 48h pour les levures.

Son but est d’établir le niveau de sensibilité des pathogenes envers les agents anti

microbien en 'occurrence les HE étudiées dans ce cas.

Cette CMI est déterminée selon la méthode des dilutions sur milieu gélosé : MH pour

les bactéries et SAB pour les levures.

7.2.1.2-Protocole expérimental

a-Préparation de 'inoculum microbien

A partir de culture jeune de 18h pour les bactéries et de 48h pour la levure, on prépare
les solutions meres des souches a étudier en lisant 'absorbance a une longueur d’onde de
620 nm, qui doit correspondre a une DO entre 0.2 et 0.3 pour Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Basillus subtilis, @ une DO entre 0.3 et 0.4 pour Staphylococcus aureus, et

une DO comprise entre 2-3 pour Candida albicans.
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4, en prélevant 1 ml de la solution

Préparer une séries de dilutions allant de 102107
mére auquel on ajoute 9 ml d’eau distillée stérile pour obtenir la dilution 10'2, procéder

de la méme fagon jusqu’a la dilution 10'4, c’est cette derniére qui sera utilisée pour la
détermination de la CMI.

b-Préparation des dilutions d’'HE de 2% a 0.03%

On prépare une dilution d’HE a 2%, en diluant 1 ml d’HE pure (100%) dans 50 ml de
milieu (MH et/ou SAB) liquide additionné de Tween 80 stérile dans le premier flacon.

On réalise des dilutions de %2 au %, en versant la moitié de la dilution 2% dans le
deuxieme flacon et compléter avec 25 ml de milieu ce qui donne la dilution 1%.

On procéde de la méme maniére jusqu’a I'obtention de la derniére dilution 0.03%.

Couler chaque dilution dans les boites de petri, laisser solidifier. (Pour les bactéries,
chaque boite est divisée en 4 correspondants aux quatre souches bactériennes).

Déposer a la surface de la gélose les disques stériles, ensuite ensemencer au moyen
d’'une micropipette chaque suspension microbienne a raison de 3ul.

N.B : un témoin positif (+) ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionné de
Tween 80 plus 3ul 'inoculum doit étre prévu pour chaque série de dilution d’HE.

Un témoin négatif (-) ne contenant que le milieu (MH et/ou SAB) additionné de Tween
80 est également prévu.

c-Incubation

Les boites de petri ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries
et a 25°C pendant 48h pour la levure.

d-Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait a I'eeil nu, en indiquant la plus faible concentration
inhibitrice d’HE, se traduisant par 'absence toute croissance bactérienne visible.

La figure 11 illustre le protocole experimental utilisé pour la détermination CMI.
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Figure 11: Méthode de détermination de la CMI en milieu solide.

7.2.2-Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

7.2.2.1-Principe

Le caractére bactéricide des HE étudiées par la détermination de la CMB qui correspond a
la concentration minimale en HE pour obtenir la destruction de 99,99% de I'inoculum initial
(soit moins de 0.01% des survivants) en 24 heures pour les bactéries et 48h pour la levure.

Cependant, étant donné que la détermination de la CMB est peu courante, cette
technique ne sera développée dans cette étude que pour deux des HE testées a savoir :
Salvia officinalis et Ruta montana.

7.2.2.2-Protocole expérimentale
La détermination de la CMB se fait comme suit :

A partir de la CMI déterminée pour les deux HE, on préléve les disques ensemencés
qu’on va repiquer sur milieu TSA et/ou SAB en utilisant la méme gamme de
concentration utilisée pour I'évaluation de la CMI. (on dépose 2 disques par boite)
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Incubation a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48h pour la
levure.

La lecture des résultats se fait a I'ceil nu, en indiquant la plus faible concentration
d’HE traduisant par I'absence toute croissance bactérienne visible.
N.B :la CMB < la CMI.
Pour chaque expérience, 3 répétitions ont été réalisées.

8-Analyse statistique

L'analyse statistique de la variance a deux facteurs (ANOVA 2) des résultats obtenus pour
I'évaluation de l'activité antioxydante et antimicrobienne de nos HE a été réalisée avec le
logiciel SPSS 20.0

Tous les graphes et les histogrammes obtenus ont été réalisés en utilisant le logiciel:
Excel (Microsoft Office 2007).

CHAPITRE Il : Résultats et discussions

1-Les espéces étudiées

1.1-La sauge

Les coupes transversales observées sur les parties aériennes (rameaux feuillés) montrent
essentiellement la présence des poils tecteurs et sécréteurs (Figure 12 et 13). Le poill
glandulaire caractéristique de la famille des labiées se situe a la périphérie de la feuille
(Figures 14). Seuls les poils glandulaires et sécréteurs ont I'aptitude de biosynthétiser, de
sécréter et de retenir de I'HE en quantité significative ( Dubey et al., 2003; Wagner et
al., 2004).

Figure 12: Coupe transversale de la feuille de sauge observée au
microscope photonique mettant en évidence un poil tecteur (PT) (Gr. : 25 x 3,2).
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Figure 13: Coupe transversale de la tige de sauge observee au microscope
photonique mettant en évidence un poil sécréteur (PS) (Gr. : 25 x 3,2).

Figure 14: Coupe transversale de la feuille observée au microscope
photonique mettant en évidence un poil glandulaire (PG) (Gr. : 100 x 3,2).

1.2-La rue de la montagne

Les photos des coupes transversales réalisées sur les parties aériennes (tiges et feuilles) de
Ruta montana montrent essentiellement la présence de poches sécrétrices, ceci est illustré
par les figures 15 et 16.

Figure 15 : Coupe transversale de la tige observée au microscope
photonique mettant en évidence une Poche sécrétrice (PS) (Gr.12.5x 3.2).
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montrant la présence d’une Poche sécrétrice (Gr. : 12.5x3.2)
La figure 17 représente le schéma d’'une poche glandulaire endogéne d’une feuille de

rue.
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Figure 17 : Schéma d’une poche glandulaire endogene d’une feuille de rue
(Gueorguiv, 1980).
1.3-L’aneth

Les Apiaceae possédent, dans tous leurs organes, des canaux sécréteurs de gomme,
résine ou d'huile essentielle et certaines d'entre elles sont trés aromatiques (Anonyme 6).

Les observations effectuées a partir des coupes histologiques des tiges et du fruit
d’Anethum graveolens révélent la présence de canaux sécréteurs (CS) tout autour des tiges
et des feuilles comme Tillustrent les figures 18 et 19.
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Figure 18 : Coupe transversale du fruit d’Anethum graveolens
montrant la présence d’un canal sécréteur (CS) (Gr. : 12.5 x 3.2).

Figure 19 : Coupe transversale de la tige d’Anethum graveolens
montrant la présence d’un canal sécréteur (CS) (Gr. : 25 x 3.2).

2-Rendement de l'extraction des I'huiles essentielles des plantes
étudiées
L'extraction des HE de la sauge, de la rue et de I'aneth a fourni les rendements reportés
dans le tableau 7 et exprimés en ml pour 100 grammes de matiére séche.

Tableau 7: Rendement en HE des espéces étudiées (ml/100 g. matiére végétale).

Espéces Rendement (%)
Salvia officinalis 0.65 %
Ruta montana 0,80 %
Anethum graveolens 0.88%

Pour la sauge

Le rendement obtenu est inferieur a ceux Bouaziz et al., (2009) en Tunisie, ou ils ont
noté un rendement de 0.72% , de méme les résultats rapportés par Rasmy et al., (2012)
en Egypte : le rendement a atteint 1.2 ml/100 g de matiere séche c'est-a-dire 1.2%.

Cependant, le rendement obtenu par Hussain et al., (2011) a partir d’'un échantillon
de Salvia officinalis provenant du Pakistanest de 0.46%.

64



Etude expérimentale

Selon Rami et Zheng Guo, (2011), La teneur en huile essentielle de la plante Salvia
officinalis collectée en Syrie est de 0,52% a 100 m d’altitude (région d’Al-bahlolia) et de
0.14% a 500 m d’altitude (région d’Al-Hafa). Cette étude a mis en évidence l'importance de
l'altitude sur les rendements d’extraction en huile essentielle.

Pourla Rue des montagnes

Il apparait que la teneur en HE de notre échantillon est nettement inferieur a ceux
enregistré par (Zellagui et al., 2012) pour la méme espéce cueillis dans deux régions
d’Algérie : Oum EI Bouaghi et Mila respectivement 4,5% et 1,0%, I'hydrodistillation des
parties aériennes de Ruta montana provenant de la région d'Oran a donné un rendement
en HE de 1,63% (Kambouche et al., 2008), alors que celui de Ruta graveolens L. d'lIran,
obtenue par la méme technique d’extraction est de 0,4% (Soleimani et al., 2009).

Selon Dob et al., (2008), le rendement en huile essentielle des parties aériennes de
Ruta chelepensis est de 0,27%. Mejrid et al., (2010), ont obtenus une teneur en HE pour
cette méme espece en Tunisie de I'ordre de 5.51%.

Pour I’aneth

Le rendement obtenu est inferieur a celui enregistré par Vokk et al., 2011 qui ont travaillé
sur la méme espéce en Estonie ou ils ont remarqué un rendement en HE des feuilles
d’Anethum graveolens de 0,65% (en été) et 0,56% (en hiver), alors que la teneur en HE
extraite a partir de la graine est nettement supérieure (3,5%).

La teneur en HE produite par la graine est beaucoup plus importante que celle obtenue
a partir des aux feuilles d’aneth (Callan et al., 2007).

Radulescu et al, 2010 qui ont travaillé sur les parties aériennes d’Anethum
graveolens ont mentionné les rendements cités dans le tableau 8 :

Tableau 8: Rendements d’extraction en HE d’Anethum graveolens

Rendements
Feuilles Fleurs Fruits
1,2% 3.2% 3,4%

(Radulescu et al., 2010).

Babri et al.,, 2012, ont mentionné un rendement en HE d’aneth issue des graines
(1,45%) nettement supérieur a celui obtenu dans le cas de notre huile.

Les conditions édapho-climatiques, la période de récolte (floraison ou état végétatif)
ainsi que les conditions d'entreposage sont a priori considérées comme responsables des
variations des rendements en huile essentielle.

3-Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats des analyses physico-chimiques des huiles essentielles des espéeces étudiées
sont reportés dans le tableau 09.

Tableau 9: Caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques de I'HE de Salvia officinalis, de Ruta
montana et d’Anethum graveolens
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Caractéristiques des HE | Aspect Densité relative|Indice
a 20°C de réfraction
a20°C
Salvia officinalis Liquide mobile Incolore 0,923 1,468
a jaune claire Odeur
caractéristique.
Ruta montana Liquide mobile Couleur 0,804 1,430
jaune pale Odeur
caractéristique,
désagréable et
prononcée
Anethum graveolens Liquide mobile Couleur 0.802 1.477

jaune Claire Odeur
caracteristique d’anis

A titre comparatif, 'étude menée par Hussain et al.,

(2011) sur la sauge, rapporte

dans le tableau10 les caractéristiques physicochimiques suivantes :

Tableau 10: Caractéristiques physicochimiques de I'HE de la sauge.

Huiles Essentielles Densité relative a Indice de réfraction a
25°C 25°C
Salvia officinalis (1) 0,912 1,4620

(1) Sauge de Pakistan.

A notre connaissance, les études concernant les caractéres physico-chimiques et
organoletiques de 'HE de Ruta montana et d’Anethum graveolens sont limitées.

4-Analyse chromatographique des huiles essentielles

L'identification des composés des trois HE étudiées par CG/SM a été essentiellement basée
sur la comparaison des spectres de masse de la molécule inconnue a celui d'un composé
pur fourni par la base des données informatiques.

4.1-L'analyse qualitative et semi-quantitative de I’huile essentielle de la

sauge

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'HE de la sauge provenant de Bouderbala Daira de
Lakhdaria wilaya de Bouira nous a permis d’identifier 56 composés représentant 96,1%
de 'ensemble des composés de I'HE analysée.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 11 et les figures 20 et 21.
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Figure 20 : Chromatogramme de I'HE extraite
a partir des rameaux feuillés de Salvia officinalis
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Tableau 11: Composition chimique de I'HE de Salvia
officinalis de Bouderbala (Lakhdaria) extraite par hydrodistilation.

*KI : indices de rétention sur colonne HP5 MS par rapport a la série d’alcanes normaux
C8-C21 ; **Identification : SM : par comparaison des spectres de masse a ceux de la
littérature et a ceux de la banque de spectres de masse (NIST 2005); Sd : par comparaison
a des standards analysés dans les mémes conditions que les huiles essentielles. t= trace
(concentration <.0,05%).
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Figure 21 : Histogramme des différents constituants de Salvia officinalis.

La figure 22 représente les differents classes chimiques composant 'HE de la sauge.
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Figure 22 : Les différentes classes chimiques composant 'HE de la sauge.
La figure 23 représente les constituants majoritaires de I'HE de la sauge.
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Figure 23 : Histogramme des constituants majoritaires de la sauge.
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Les résultats obtenus nous permettent de constater que le composé principal est un
Monoterpéne oxygéné ( a-Thujone) qui a une teneur de ( 18,7%), suivi du Camphor
(14,1%), 1,8-cinéole (13%), Viridiflorol (10,2%), a-Humuléne (6,5%) et B-Caryophylline
(6,4%).

Nous avons comparé la composition chimique de notre huile a celles provenant d’autres
pays, les résultats sont indiqués dans le tableau 12.

Tableau 12: Comparaison des teneurs en composés majoritaires de I'HE de Salvia officinalis.

Composé So S1 So S3 Sy Sg Sg
a-Thujone 18,7 0,72a1,5 |41a48 7,41 40,37 42,97 24,8
Camphor 141 8a10 0,12 14,19 15,78 13,00 10,9
1.8 - cineole 13 62 a 55 7,94 16,29 8,07 7,54 14,8
Viridiflorol 10,2 - 5,85 4,63 - - -
a-Humulene 6.5 - 2,64 4,37 2,90 2,78 -
B-Caryophylléne 6,4 2a1 1,68 - 1,37 1,37 2,89
B-Thujone 6,2 0,72a1,5 |6,75 17,76 8,12 5,86 3,97

S o : Salvia officinalis d’Algérie-Bouderbala (Lakhdaria) (Notre échantillon).

S1: Salvia officinalis de Syrie ( Rami et Zheng Guo, 2011)
S2: Salvia officinalis d’lran (Alizadeh et Shaabani , 2012).
S3: Salvia officinalis de Tunisie (Bouaziz et al., 2009).

S4 : Salviaofficinalis du Brésil (Pierozan et al ., 2009).
S5 : Salvia officinalis du Brésil (Pierozan et al ., 2009).
S6: Salvia officinalis du Brésil (Delamare et al., 2007).

Nous remarquons que la composition chimique de notre huile présente des
dissemblances par rapport a celles mentionnées dans les différentes études citées dans
le tableau 12, cette variation réside dans la différence de concentrations en constituants
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majoritaires de I'HE. Les variations notées dans le profil chimique de I'HE de Salvia officinalis
provenant des différents pays est liée a plusieurs facteurs tels que :

Le facteur environnemental (Bernath et al., 1991, Grellaet al., 1988), les conditions
climatiques et géographiques (Ristic et al., 1997) qui changent d’'un pays a un autre et a
la période de la cueillette (Desjobert et al., 1997).

La différence dans la composition chimique de I'HE peut également étre attribuée aux
variations de 'ontogénése (Alizadeh et al., 2011).

D’autres études réalisées sur Salvia officinalis a travers le bassin méditerranéen ont
rapporté la composition chimique suivante :

L'étude menée par Place et al., (1995) sur Salvia officinalis d’'ltalie ; a montré que
les principaux composés sont : I'a-Thujone (39,32%), 'a-humuléne (12,42%), le 1,8-
cinéole (7,73%), le B-pinéne (7,22%), B-Thujone (3,07%) et le camphre (2,12%).

Les travauxde Tsankova et al., (1994) ont révélé queles constituants
majoritairesde I'HE de saugeissue de Bulgarie sont : I'a-Thujone (29,40%), le -
Thujone (17,40%), le 1,8- cinéole (12,50%), le camphre (11,70%), I'a-pinéne (5,10%)
et le camphéne(3,60%).

L'étude réalisée par Couladis et al., (2002), montre que 'HEde Salvia officinalis
poussant en Serbie est composée essentiellement : du Camphre (24,80%), 'a-
Thujone (19,90%), le 1,8- cinéole (6,35%), le camphéne(5,28%), I'acétate de bornyle
(4,91%) le B-Thujone (3,79%), ’'a-humuléne (5,94%).

4.2-Analyse qualitative et semi-quantitative de I’huile essentielle de la Rue

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'HE de la Rue provenant de la région de Tablat nous
a permis d’obtenir les résultats de l'identification qui sont regroupés dans le tableau 13 et
les figures 24 et 25.
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Figure 24 : Chromatogramme de I'HE extraite
a partir des parties aériennes de Ruta montana

Tableau 13: Composition chimique de I’'HE extraite par hydrodistillation a partir des parties aériennes de
Ruta montana.
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N 1Composés HPSMS 1% 2Identification
1 a-Pinene 939 t a,b,c
2 Camphene 951 t a,b,c
3 2-Nonanone 1102 0.1 a,c
4 Nonanal 1105 0.2 |a,c
5 Camphor 1145 t a,b,c
6 Nortricyclene 1178 t a,c
7 1-Nonanol 1215 t a,c
8 2-Decanone 1192 33 |a,c
9 2-Undecanone 1296 94 a,c
10 |2-Dodecanol 1305 09 |a,c
11 6-Dodecanone 1336 0.2 |a,c
12 |2-Dodecanone 1383 10 J|a,c
13 | 2-tridecanone 1502 0.2 |a,c
Composés identifiés (%) 99.9
Hydrocarbures monoterpeniques t
Aldéhydes 0.2
Cétones 98.8
Alcools 0.9

Composés classés dans I'ordre d’élution sur la colonne non polaire HPS5MS ; Indices

de rétention relatifs aux n-alcanes C7-C23; 2

Identification : a, Comparaison des spectres

de masse avec ceux des banques de données ; b, Comparaison des indices de rétention
avec ceux des étalons ; ¢, comparaison des indices de rétention avec ceux fournis par la
littérature sur des colonnes de polarité identique ; t : trace (<0.05%)
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Figure 25 : Histogramme des différents constituants de Ruta montana.
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La figure 26 représente les differents classes chimiques composant 'HE de la Rue.
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Figure 26 : Histogramme des différentes classes chimiques de Ruta montana.
La figure 27 représente les constituants majoritaires de 'HE de la Rue.
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Figure 27 : Histogramme des constituants majoritaires de Ruta montana.

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'huile essentielle extraite a partir des feuilles et
des tiges de Ruta montana a permis d’identifier 13 composés qui représentent 99.9% de la
totalité des pics. Nous remarquons que cette huile présente une dominance des cétones
qui constituent 98.8% des composés de I'huile ou la 2-undécanone représente a elle seule
la quasi-totalité de I'huile avec une teneur de 94 %.

A titre de comparaison, le tableau14 donne les teneurs en composés maijoritaires
d’autres échantillons de Ruta montana et de quelques espéces du méme genre (Ruta sp).
Tableau 14: Comparaison entre les teneurs (%) des composés majoritaires de I’'HE de Ruta montana et
de quelques espéces du méme genre.
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Composés | Espéces

Ro R1 R2 R3 R 4 R 5 R 6 R 7
2-Undecanone 94 32.8 60,19 90,4 1.3 23,82 22,59 -
2-decanone 3.3 - 6,2 1,4 - 1,64 1,49 0.5
2-Dodecanone 1 - 1,43 |- 0.2 0,58 1,38 -
2-Nonanone 0,1 29,5 8,6 4,0 - 16,97 14,11 -
Monoethylhexyl — |- - 6,4 - - - - -
phtalate
2-Nonyl acétate - - - - - - - 42,9

:(£0.1%)

RO : Ruta montana d’Algérie (Tablat) (Notre echantillon).

R1: Ruta montana d’Algérie (Oran) ( Kambouche et al., 2008)

R2: Ruta montana d’Algérie (Mila) (Zellagui et al., 2012)

R3: Ruta montana d’Algérie (Oum EI Bouaghi) ( Zellagui et al., 2012)
R4:Ruta graveolens de Bulgarie(lvanova, 2004).

R5:Ruta chalpensis de Tunisie (Sdira)(Fakhfakh et al., 2012).
R6:Ruta chalpensis de Tunisie (Thoujene)(Fakhfakh et al., 2012).
R7: Ruta corsica de France (Cedric et al., 2003).

D’aprés les résultats résumés dans le tableau 14, on remarque que la 2-Undecanone
est le composé prédominant dans notre HE (94%), ce qui est en accord avec les résultats
cités par la littérature scientifique : L'étude de Kambouche et al., 2008et Zellagui et
al., 2012 sur Ruta montana ont révélé une teneur en 2 Undecanone de 32.8 %, 60,19% et
90,4% pour cette espéce provenant respectivement des régions d’Oran, de Mila et d’Oum
El Bouaghi. De méme, dans I'HE de Ruta chalepensis provenant des régions de Tunisie
la 2-Undecanone représente 23.82% et 22,59% pour les régions de Sdira et Thoujene
respectivement ( Fakhfakh et al., 2012 ). Alors qu’elle ne représente que 1.3% chez
'espéce Ruta graveolens (lvanova, 2004) et n’est retrouvé que sous forme de traces chez
Ruta corsica (Cedric et al., 2003).

On peut aussi noter la présence du 2-decanone comme deuxi€me composé majoritaire
de notre huile aprés la 2-undécanone avec une teneur de 3.3 %. Ce composé représente
6,2 % chez Ruta montana de Mila et1,4% chez Ruta montana d’Oum EIl Bouaghi, alors qu'’il
est présent a une teneur de 1,64%, 1,49% et 0,5% chez Ruta chalpensis (Sdira & Thoujene)
et Ruta corsica respectivement ; et est quasiment absent chez les autres espéces.

4.3-Analyse qualitative et semi-quantitative de I’huile essentielle d’Aneth

L'analyse par CPG seule et CG/SM de I'HE de I’Aneth provenant de la région de Bir-Khadem
(Alger) nous a permis d’obtenir les résultats de lidentification des constituants de cette
derniére qui sont regroupés dans le tableau 15 et les figures 28 et 29.
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Figure 28 : Chromatogramme de I'HE
extraite a partir des fruits d’Anethum graveolens.
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N° | Compozes KI L *“Identification
1 | o-Thujeme o5 0,2 RI-MS
2 | o-Pinsmz 3 21 FILE-E
3 | Szbinans 2 14 EI-ME-E
4 | p-Pinem= & RI-M3-E
5 | p-Myrome 2 03 FIME-E
¢ | e-Phellandrene 1 157 FIME-E
Limonene 1028 14,6 FIMIE-E
8 | ciz- pOcimana 1047 0.5 FIME
tramz- P-Ocimena 1052 0,1 FIME
10 | y-Terpinene 1060 56 FIMEE
11 | Fenchone 1094 7.2 EI-LE
12 | Linslool 1104 0,6 EI-ME-E
15 | Fenchol 1106 0,1 RI-MS
14 | Chryzamthenons 1110 t EIME
13 | Tapinan-1-0l 1152 t EIME
18 | Camphor 1144 0.4 EI-ME-E
17 | Tepinan-4-0l 1177 0,2 EI-ME-E
18 | a-Tampinsol 1190 0.3 RI-MS-E
12 | Estrazal 1125 0,6 RI-MS
20 | Fenchyl acitats 1227 0,1 FIME
21 | Pul=zoms 1245 0,1 EI-LE
21 | Piperitona 1251 t EI-LE
23 | Bomyl acatats 1285 t EI-ME-E
24 | Thymal 1297 0,5 RI-MS-E
23 | Carvaaorol 1317 0,7 EIME-E
28 | Piparit=nona 1351 0,2 RI-MS
27 | @ —Copasne 1372 0,1 EI-LE
2B | Piperitanons oxids 1570 1.7 FI-ME
2% | hlsthylsuzenol 1402 0,1 EI-LE
30 | pCavephylline 1417 1 RIMSE
31 | Gemacreme D 1480 0.4 EIME
32 | Bicycdlogemmacrana 14835 1 RIME
33 | p-Bizabolan= 1506 0,1 EI-LE
34 | 5-Cadinsn= 151% t EI-LE
33 | AMbyriz icn 1330 an2 EI-LE
38 | El=micin 532 15 RI-MS
Compozé: identifies (08) 931
Monoterpen e 27,77
Monoterpen es oxygenss 48,33
Sexquiterpenes 22,00

Tableau 15: Composition chimique de I'HE extraite
par hydrodistillation a partir du fruit d’Anethum graveolens.

*Kl : indices de rétention sur colonne HP5MS par rapport a la série d’alcanes normaux
C8-C21 ; **Identification : SM : par comparaison des spectres de masse a ceux de la
littérature et a ceux de la banque de spectres de masse (NIST 2005); Sd : par comparaison
a des standards analysés dans les mémes conditions que les huiles essentielles. t= trace
(concentration < 0.05).
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Figure 29 : Histogramme des différents constituants d’Anethum graveolens
La figure 30 représente les differents classes chimiques composant 'HE de I’Aneth.
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Figure 30 : Les différentes classes chimiques composant I’HE de I'aneth.
La figure 31 représente les constituants majoritaires de I'HE de I’Aneth.
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Figure 31 : Histogramme des constituants majoritaires d’Anethum graveolens

Les 36 composés identifieés correspondent a une teneur de 98,1% de I'ensemble de
I'HE injectée. Nous remarquons une dominance des composés Monoterpéniques oxygénés
avec un taux de 48.33%. Le principal composé est le Myristicin avec une teneur de (39.1%)
suivi 'a-phallendrene (15.7%), le Limonene (14.6%), [ -Terpinene (8.6%) et le Fenchone
(7.2%).

Le tableau 16 regroupe les résultats comparatifs entre les teneurs de quelques
constituants majoritaires de I'HE d’Anethum graveolens cités dans la littérature.

Tableau 16: Comparaison des teneurs de quelques composés des HE de I’espéce Anethum graveolens.

Composé Ao A 1 Ao A 3 A 4 A s
Myristicin 39,2 25,15 1,67 0,86 - -
a-Phallandrene 15,7 47,74 62,49 - - -
Limonene 14,6 3,7 3,8 15,94 33 19,89
y-Terpinene 8,6 1,75 0,05 0,19 - 0,34
Fenchone 7,2 - - - - -
B-phallandrene 6,2 7,40 7,48 - 20,61 0,75
Carvone 3,5 2,62 - 38,9 30a60 36,09
D carvacrol 0.7 - - - - 0,21
Dill Apiole - 0,62 0,05 30,81 - 16,83
E dihydrocarvacrone - 0,06 0,08 10,99 - 6,59

AO0: Anethum graveolens d’Algérie- Birkhadem (Alger) (Notre échantillon).
A1: Anethum graveolens d’Estonie récoltée en hiver (Vokk et al., 2011)

A2: Anethum graveolens d’Estonie récoltée en été (Vokk et al., 2011)

A3: Anethum graveolens du Pakistan (Babri et al., 2012)

A4: Anethum graveolens de Roumanie (Isopencu et Ferdes., 2012)

AS5: Anethum graveolens d’lran (Mahmoodi et al., 2012)
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Le tableau 16 montre une variation dans la composition chimique des HE citées dans
la littérature, cette différence est d’ordre qualitative est quantitative dans tous les cas
mentionnés ci-dessus. La divergence notée dans le profil chimique des HE dépend d'un
grand nombre de paramétres, a savoir :

Les conditions climatiques, géographiques et saisonnieres (la teneur en composés
majoritaires de I'HE d’aneth extraite a partir des feuilles est plus élevée pendant la
saison estivale par rapport a la période hivernale selon ( Vokk et al., 2011).

La période de récolte
Les techniques d'extraction.
Selon 'étude menée par Radulescu et al., 2010 en Roumanie, la composition chimique de

I'HE d’Anethum graveolens est étroitement liée aux parties (organes) de la plante utilisées
pour I'extraction de 'huile.

Tableau 17: Comparaison de la composition chimique en constituants majoritaires de ’'HE d’Anethum

graveolens extraite a partir des feuilles, fleurs et du fruit (Radulescu et al., 2010) avec nos résultats

Composeés Feuilles® Fleurs® Fruits® Fruitsb
a-phellandrene 62,71 30,26 0,12 15,7
Limonene 13,28 33,22 21,56 14,6
Carvone - 10,29 75,21 3,5

a: Anethum graveolens (Feuilles, Fleurs et Fruits) de Roumanie (Radulescu et al.,
2010).

b: Anethum graveolens (Fruits) d’Algérie (Notre échantillon).

Selon le tableau 17, on remarque que les résultats mentionnés par Radulescu et al.,
(2010) ne concordent pas avec les valeurs obtenues dans le cas de notre huile.

5-Evaluation de I’activité antioxydante
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L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par deux méthodes différentes : le test du DPPH
et la mesure du pouvoir réducteur. A des fins comparatives I'antioxydant de synthése: BHT
(Butyl Hydroxy Toluéne) estpris comme référence.

5.1-Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrzyl (DPPH)
La méthode de mesure de I'activité antioxydante par le test du piégeage du radical

DPPH est largement utilisée pour sa fiabilité et répétabilité (Thaipong etal., 2006 ;
Siddhuraju, 2007). Les résultats de ce test sont hautement reproductibles et comparables
a d’autres méthodes de piégeage des radicaux libres ( Gil et al ., 2000).

L’activité antioxydante des différents échantillons de Salvia officinalis, de Ruta montana
et d’Anethum graveolens vis-a-vis du radical DPPH est évaluée par spectrophotométrie en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
a la couleur jaune mesurable a 517 nm (Figure 32).
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Figure 32 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

5.1.1-Activité de piégeage du radical DPPH par les HE étudiées

Les résultats de I'activité de piégeage du radical DPPH par les HE de Salvia officinalis, de
Ruta montana et d’Anethum graveolens ainsi que celle du BHT sont représentés dans le

tableau 18.

Tableau 18: Activité de piégeage du radical DPPH par les HE étudiées et le BHT

Concentration en Activité de piégeage du radical DPPH? en %

mg/l HE sauge HE rue HE aneth BHT

500 3.20+0.17 6.90 + 0.48 5.35+0.11 73.15+0.85
1000 5.18 + 0.51 7.39+£0.19 6.61+£0.22 91.07 £0.12
1500 9.21+£0.23 10.11 £ 0.43 10.07 £ 0.15 ND

2000 10.16 £ 0.36 13.86 £ 0.44 10.36 £ 0.06 ND

4000 15.17 £ 0.36 23.14 £ 0.53 11.92 £ 0.17 ND

BHT.

3 Les résultats sont moyennes + écart type de trois mesures.
ND : Non disponible

Les concentrations inhibitrices de 50% des radicaux sont données dans le tableau 19.

Tableau 19: Concentration nécessaire pour inhiber 50% des radicaux libres par les HE étudiées et le

Rue Aneth

Sauge BHT

b 1C50

ND ND ND 28.00 + 0.66

b ¢ 50 - Concentration inhibitrice de 50% des radicaux.

ND : Non déterminé.

Les profiles d’activité anti-radicalaire obtenus ( Figure 33 ) révélent que les HE étudiées
possédent une activité anti-radicalaire dose dépendante.

Le pouvoir de piégeage du radical DPPH par les HE de S. officinalis, R. montana et d’A.
graveolens a été établipuisqu’ils sont quand méme capables de réduire la forme stable du
radical DPPH. Ce pouvoir de piégeage augmente proportionnellement avec laconcentration
de ces huiles.

La concentration requise pour la neutralisation et la stabilité de 50% de la concentration
du DPPH n’a pas été atteinte, étant donné qu’a la plus forte concentration (4000 mg/l), le
taux d’inhibition ne dépasse pas les 24% (Tableau 18).
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De maniére générale, on peut dire; les HE testées présentent un faible effet
« scavenger » du radical DPPH.

La figure 33 récapitule le pouvoir de piégeage du radical DPPH par le BHT les HE de
Salvia officinalis, de Ruta montana, d’Anethum graveolens.
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Figure 33 : Piégeage du radical DPPH par le BHT et les HE testées.
Cas de la Sauge « Salvia officinalis »

Il apparait clairement que I'HE de la sauge présente une capacité de réduction du
radical DPPH relativement faible pour les concentrations étudiées ; méme a la plus
forte concentration (4000mg/1) le pouvoir de piégeage du radical DPPH n’atteint que
15.17%.

Le tableau 20 illustre le pouvoir de piégeage du radical DPPH par I'HE de quelques
genres de sauge cités dans la littérature comparée a celui de notre échantillon.

Tableau 20: Comparaison entre I'activité de piégeage du radical DPPH (%) de I’'HE de Salvia officinalis et
deux espéces du méme genre.

Concentrations Echantillons

(mg/l) So S S2
400 ND 68.70 49.24
500 3.20 ND ND
1000 518 75.26 55.43
2000 10.16 80.57 62.84
4000 15.17 ND ND

ND: Non determiné
S0: Salvia officinalis d’Algérie (région de Bouderbala) (notre échantillon).
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S1: Salvia palaestina de Turquie (région de Gaziantep-Nizip) (Girsoy et al., 2012)
S2 : Salvia ceratophylla de Turquie (région de Kayseri) (Gursoy et al., 2012)
Les résultats rapportés par Gilirsoy et al., (2012), sont nettement supérieurs aux

valeurs obtenues par notre huile.

L'étude menée par Rasmy et al., (2012) sur S. officinalis en Egypte, a montré un

pouvoir antioxydant trés satisfaisant exprimé a travers un effet « scavenger » du radical
DPPH a de faibles concentrations. Le tableau 21 résume les résultats de cette étude.

Tableau 21:Activité de piégeage du radical DPPH par I’HE de S.officinalis (Egypte)

Concentrations 5 10 15 20 25
(pl/ml)
* A(%) 33.57+1.27 |51.00+3 60.00+2.8 59.16+6.4 |79.50+0.9

(Rasmy et al., 2012).

*
A(%) : Activité de piégeage du radical DPPH.
Les valeurs mentionnées dans le tableau 21 ne concordent pas avec nos résultats,

cette divergence est probablement dle a la différence dans la composition chimique de
cette huile et celle de notre échantillon (tableau 12).

Hussain et al., (2011) dans leur étude portant sur I'HE et les extraits de S.
officinalis, ont enregistré une concentration inhibitrice de 50% des radicaux de 'ordre
62.3 mg/l. Cette forte activité de piégeage du radical DPPH, est a priori expliquée par
la teneur élevée en 1,8 cineole (composé majoritaire de cette huile).

D’aprés Bouaziz et al., (2009) ; leshuiles essentiellesdeS. officinalis ont montré
une activitéantioxydanteremarquable(IC50=7,70+0,90ug/ml) supérieure a celle

I'antioxydant de synthéseBHT(IC5q =8,13+1,07ug/ml).

L'activité antioxydante des HE est probablement liée au contenu phénolique. En effet,
I'étude comparative sur la faculté de réduction du radical DPPH par des chemotypes
différents a prouvé que les chemotypes phénoliques montrent in vitro des capacités
antioxydantes plus exprimées et plus fortes que les chemotypes non phénoliques (
Juki¢ et Milos , 2005).

Les propriétés antioxydantes des extraits de S. officinalis ont montré une activité anti-
radicalaire plus que satisfaisante ( Alizadeh et Shaabani, 2012).

— Cas de la Rue « Ruta montana »

Le tableau 18 montre que I'HE de Rue présente un pouvoir de piégeage du radical
DPPH nettement inférieur a celui du BHT quelque soit la concentration utilisée.

Malgré une concentration maximale de 4000 mg/I I'activité de piégeage du DPPH
ne dépasse pas les 24%, par conséquent il nous a été impossible de déterminer la
concentration inhibitrice de 50% des radicaux.

Nos recherches sur I'activité antioxydante de I'HE de Ruta montana n’ont finalement
abouti que surune seule et unique étude, ce qui explique que les données sur ce sujet
sont trés limitées.

D’aprés Kambouche et al. (2008) : les résultats du test de piégeage du radical
DPPH par 'HE de Ruta montana montrent une faible activité.
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Ces résultats semblent étre dus a la composition chimique de cette huile, compte
tenu du fait qu’elle ne contienne aucun composé phénolique. Donc, ce résultat était
plus ou moins prévisible.

Fakhfakh et al., (2012), ont signalédans I'étude menée sur Ruta chalepensis en
Tunisie I'absence d’activité de piégeage du radical DPPH par cette HE en raison
'absence de phénols ou de composés terpéniques oxygénés et une prédominance
des cétones aliphatiques et des composants d'esters. Les huiles essentielles ne
contenant pas de composés phénoliques, mais riches en monoterpénes oxygénés
ont des propriétés de piégeage de DPPH relativement importantes (Zouari et al.,
2011).

—  Cas de I'aneth « Anethum graveolens »

L'HE d’aneth a montré une activité de piégeage du radical DPPH trés faible quelque
soit la concentration utilisée, a la plus grande concentration (4000mg/l) on remarque
un pouvoir de piégeage du radical DPPH qui ne dépasse pas les 12%.

A fin de comparer nos valeurs enregistrées pour le test de piégeage du radical DPPH
avec celle de la littérature scientifique; nos recherches n’ont finalement abouti que
sur trés peu d’études, qui pour la plupart rapportent les propriétés biologiques bien
connues de l'aneth : a savoir ; les effets antioxydants (Satyanarayana et al., 2004 et
Singh et al., 2006) et anti-cancer de I'aneth (Zheng et al., 1992).

5.2-Pouvoir réducteur des HE étudiées

Le pouvoir réducteur mesure la capacité des HE de Salvia officinalis, de Ruta montana

et d’Anethum graveolens a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe+2). Le BHT a
été pris comme antioxydant de référence. Donc, ce test mesure de 'aptitude d’une huile
essentielle a interagir avec les espéces chimiques réactives en tant que donneur d’électrons
tels que les radicaux libres. Ces radicaux ainsi réduits deviennent plus stables.

Les résultats du pouvoir réducteur des HE étudiées et du BHT exprimés par
'absorbance a 700 nm, sont résumés dans le tableau 22 et la figure 34.

Tableau 22: Pouvoir réducteur du BHT et des HE étudiées.

Concentration en a Absorbance a 700nm

mg/l HE de sauge HE de rue HE d’aneth BHT

500 0.180 + 0.005 0.190 + 0.006 0.450 £ 0.037 |1.17 £0.01
1000 0.230 + 0.001 0.350 + 0.003 0.710 £ 0.004 1.30+0.03
1500 0.380 + 0.002 0.440 + 0.079 0.750 £ 0.035 |ND

2000 0.400 + 0.007 0.640 + 0.004 0.790 £0.013 |ND

4000 0.480 + 0.003 0.890 + 0.004 0.900 £0.011 |ND
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a Moyennes * écart type de trois mesures.
ND : Non disponible

D’aprés le tableau 22 et la figure 34, on remarque que les HE étudiées présentent un
faible pouvoir réducteur par rapport a celui du BHT, mais croit proportionnellement
avec 'augmentation de la concentration. Les capacités réductrices des HE de S.
officinalis, de Ruta montana et d’A. graveolens sont toutes inférieures a celles de
I'antioxydant de synthése quelque soit la concentration utilisée.
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L'absence ou la faible teneur en composés phénoliques (tels que le carvacrol et/ou
le thymol) explique probablement cette faible capacité réductrice. Ces composés
connus pour leur pouvoir réducteur sont appelés reductones. lls sont capables de

réduire le fer ferrique (Fe 3+), céder des électrons et transformer les radicaux libres
actifs en produits stables ( Dorman et al., 2004, Singh et al ., 2006 ).
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Figure 34 : Ppouvoir réducteur du BHT et des HE étudiées.

Dans le cas de la sauge, I'étude de Gilirsoy et al., (2012) portant sur I'activité
antioxydante de S. palaestina et S. ceratophyilla , les résultats du pouvoir réducteur
de ces huiles sont donnés dans le tableau 23.

Tableau 23: Pouvoir réducteur des HE de S. palaestina et S.ceratophyllapar Giirsoy et al., (2012).

Concentrations (mg/l)
Echantillons 200 400 1000
S. palaestina 0.154 £ 0.005 0.273 £ 0.011 0.362 + 0.002
S. ceratophylla 0.114 £ 0.012 0.189 £ 0.005 0.248 £ 0.008

Si on compare les valeurs obtenues dans le tableau 23, on voit clairement qu'ils se
rapprochent de nos résultats, surtout dans les cas S. ceratophylla.

6-Evaluation de I'activité antimicrobienne des HE testées

6.1-Etude qualitative des HE analysées

L'évaluation de [l'activité inhibitrice a été effectuée par la méthode des disques
(Aromatogramme). Les mesures des diamétres des zones d'inhibition ont pour but de mettre
en évidence l'action des HE sur les souches microbiennes testées.
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A cet effet, une échelle de mesure de l'activité antimicrobienne émise par Ela et al.
, (1996), Meena et Sethi (1994), répartissant les diamétres des zones d'inhibition en 4
classes:

Fortement inhibitrice: lorsque le diamétre de zone d'inhibition est > 28 mm ;

Modérément inhibitrice: le diamétre de la zone d'inhibition est compris entre 16 mm et
28 mm ;

Légérement inhibitrice: le diamétre de la zone d'inhibition est compris entre 10 mm et
16 mm ;

Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d'inhibition est < 10 mm.

Ainsi, l'interprétation de nos résultats se fait par la comparaison entre les résultats des tests
effectués avec ceux donnés par I'échelle ci-dessus considérée comme témoin comparatif.

Les résultats obtenus relatifs aux diamétres des zones d'inhibition par les HE en utilisant
le test de 'aromatogramme sont regroupés dans le tableau 24 et la figure 35.

(Diffusion en mm par disque + Standard déviation).

Figure 35 : Activité antimicrobienne des HE sur les différentes souches microbiennes.

Souche Sauge Rue Aneth
Bacillus subtilis 15,00 + 1,41 13,50 + 0,71 19,00 + 0,00
Escherichia coli 14,00 + 1,41 10,25+ 0,35 14,00 + 0,00
Pseudomonas aeruginosa 6,75+ 0,35 6,75+ 0,35 12,00 £ 1,41
Staphylococcus aureus 20,00 £ 2,82 13,50 £ 0,71 11,50 £ 0,71
Candida albicans 11,00 £ 1,41 36,50 +2,12 19,50 + 0,71
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Figure 35 : Activité antimicrobienne des
HE sur les différentes souches microbiennes.

Au vu des résultats résumés dans le tableau 24, on peut noter que I'HE de la sauge
présente une légére activité inhibitrice vis-a-vis de Bacillus subtilis, E.coli et Candida
albicans. Une activité inhibitrice modérée dans le cas Staphylococcus aureus, alors qu’elle
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n’a quasiment aucune activité contre Pseudomonas aeruginosa (la zone d’inhibition est
presque inexistante).

L'HE de Rue montre une forte inhibition avec la plus grande valeur notée (36.5
mm) vis-a-vis de Candia albicans, un léger pouvoir inhibiteur est enregistré vis-a-vis de
Bacillus subtilis, E.coli et Staphylococcus aureus. Concernant Pseudomonas aeruginosa,
elle présente une résistance marquée vis-a-vis de 'HE de rue avec le plus faible diamétre
noté (6.75 mm).

On constate pour 'HE de 'aneth, une activité inhibitrice modérée vis-a-vis de Bacillus
subtilis et Candida albicans. Alors qu’un Iéger pouvoir inhibiteur est enregistré contre E.coli,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Cas la de sauge

L'étude de Bouaziz et al., 2009, démontre que les huiles essentielles de Salvia officinalis,
montrent des effets antimicrobiens sur les bactéries, les levures et les moisissures. Ces
effets étaient visibles par les faibles CMI, les valeurs des MCC et la forte réduction de la
viabilité des microorganismes testés.

De méme, Delamare et al. (2007) ont démontré les effets fongicides et bactéricides
de I'HE de la sauge.

Alors que I'étude de Marino et al. (2001), a révélé que les huiles essentielles de
sauge avaient une capacité bactériostatique mais aucun effet bactéricide.

Les résultats obtenus par Alizadeh et Shaabani (2012), montrent que huile essentielle
S. officinalis présente d'importantes propriétés antimicrobienne contre les deux micro-
organismes testés : Candida albicans et Staphylococcus aureus,

L'effet inhibiteur de I'huile essentielle la sauge a augmenté lorsque la concentration
en HE augmente. Des études récentes sur I'huiles essentielles de plusieurs Lamiacées
montrent que ces plantes ont un large éventail d'activités biologiques, notamment leurs
activités antimicrobiennes (Baratta et al., 1998) , et cette activité est généralement liée
a la composition chimique I'huile. Ainsi, I'activité antimicrobienne de I'HE de S. officinalis,
pourrait étre attribuée a une forte quantité de composants majeurs comme a-thuyone,
1,8 - cinéole, B-caryophylléne, et d'autres composants de I'huile essentielle. Plusieurs
études portées sur I'activité antimicrobienne des huiles essentielles du genre Salvia telles
que : (Kabouche et al., 2005), ont rapporté que I'huile essentielle obtenue a partir de
racines de Salvia jaminiana a une activité antibactérienne. De méme, I'huile essentielle
de Salvia tomentosa a montré une activité antibactérienne contre huit micro-organismes
(Haznedaroglu et al., 2001 et Kamatou et al., 2007). L’activité antimicrobienne de
Salvia officinalis reconnue il ya plusieurs décennies, a été attribuée a la présence du 1,8-
cinéole, thuyone et de camphre; en réaliteé, méme si l'activité antimicrobienne est souvent
attribuée a ses principaux composants, il est aujourd'hui reconnu que la synergie ou I'effet
antagoniste d'un composé mineur doit étre pris en considération (Burt, 2004).

La forte activité antimicrobienne des huiles essentielles contre presque tous les micro-
organismes sensibles peut étre attribuée a la présence d'une forte concentration de mono-
terpénes ayant un potentiel antibactérien et antifongique (Jalsenjak et al., 1987,
Sivropoulou et al., 1997,Suret al., 1991, Yanguiet al., 2009). Outre les principaux
composeés, ainsi que d'autres constituants mineurs des huiles essentielles ont une activité
antimicrobienne (Dorman et Deans, 2000). En fait, les effets synergiques de la diversité des
constituants majeurs et mineurs constituants présents dans les huiles essentielles doivent
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étre pris en considération pour rendre compte de leur activité biologique (Delamare et al.,

2007).

Cas de la rue des montagnes

Les résultats obtenus par Belkassam et al., (2011), ont montré que I'huile essentielle
extraite de Ruta montana (Clus.) L. a empéché la croissance des micro-organismes testés
(Staphylococcus aureus et Klebsiela pneumoniae) avec un diamétre de la zone d'inhibition
augmentant proportionnellement avec les concentrations des échantillons testés, I'inhibition

obtenue sur ces souches bactériennes varie de 9,33 a 24 mm.

Zellagui et al. (2012), ont montré que I'huile essentielle de deux échantillons de
Ruta montana provenant des régions d’Algérie : Mila et Oum EIl Bouaghi, montrent une
forte activité contre les bactéries Gram positives et Gram négatives. Les deux échantillons
ont empéché la croissance de tous les micro-organismes testés (E. coli, K. pneumoniae,
S. aureus, Pseudomonas aereginosa), avec un diamétre de zone d'inhibition augmentant
proportionnellement avec la concentration des échantillons testés. Le diametre d'inhibition
obtenue varie de 6,33 a 26,66 mm (tableau 25) avec la valeur la plus élevée enregistrée
avec E. coli ATCC25922 a 2.103 pg/ml. L’échantillon d’Oum El Bouaghiqui contient 90,4%
de 2-Undecanone a montré un effet antibactérien trés élevé contre toutes les bactéries
des souches. La sensibilité mesurée par les zones d'inhibition respectives, a été établie
comme suit: E. coli ATCC25922 > K. pneumoniae > S. aureus > Pseudomonas aereginosa
ATCC27853. Il est a noter qu'il y a trés peu d’études portant sur I'activité antibactérienne

sur R. montana (Clus.) L.

Concantration HE {uz /1)
Wlicro-organizmas
5 1) i, 2}

Eu - 2033115 23004 23=1.00
Eeall ATCC2592005-)

Ecz - 21.66=115 223340357 2666037

Eu - 1833115 21468115 22002100
Elebrida prewnonias (G-}

Ere - 15.66=1.15 1B=1 44 243311

Eu 233113 13.66=1.15 22.466=1.15 24=1.040
SrapAyiomoous aursus (G+)

Eces 20.66=1.15 21=1,00 22.458+1.00 2433=11

Eag - 53311 111404 133311
Freudomanas agugso g

Ezs 533057 133311 1§.68+1.15 18=1.040

Tableau 25: Sensibilité de quelques souches bacteriennes vis-a-vis de I'HE de
R. montana des regions d’Algerie: Mila et Oum EI bouaghi (Zellagui et al., 2012).

E M :echantillon Mila/E @B : échantillon Oum EI Bouaghi

Selon Nogueira et al., (2008), les souches de Candida et de staphylococcus sont
inihibées par I'huile essentielle de Ruta graveolens, et cela concorde avec nos résultats qui
montrent une sensibilité trés marquée (36.5 mm) de Candida albicans vis-a-vis de notre
huile et une légére activité inhibitrice pour Staphylococcus aureus en présence de I'huile

essentielle de rue.

Selon Nogueira et al., (2008) ainsi que Ross et al., (1980), qui ont montré que I'huile
essentielle de Ruta graveolens est active contre les espéces de levures, mais pas contre

staphylococcus aureus.
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Toutefois, SA et al., (1995) in Nogueira et al., (2008) a remarqué que l'activité
antimicrobienne de Ruta graveolens contre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis cela est vérifié pour Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus
ou on note néanmoins une légére activité inhibitrice, mais concernant Pseudomonas
aeruginosa, I'HE de Ruta montana a enregistrée sa plus faible action d’inhibition.

Cependant, étant donné donné le peu de documentations concernant l'activité
antimicrobienne de 'HE de Ruta montana, nos résultats ont été également comparés avec
ceux obtenus par les huiles essentielles de Ruta graveolens.

Cas de I'aneth

L’'HE de I'Aneth présente des propriétés antimicrobiennes nettement plus élevées au cours
de la saison estivale (Vokk et al., 2011). Les constituants les plus actifs semblent étre
des composés phénoliques aromatiques avec un large éventail antimicrobien (Tajkarimi
et al, 2010). Cependant, il est possible que l'activité antimicrobienne soit liée a la
présence d'autres constituants mineurs (Hoet et al., 2006), Myristicine, a- thujene, a-
pinéne, sabinene et d'autres composés des huiles essentielles sont également signalés
pour étre responsables des activités antibactérienne et antifongique des épices et des
herbes (Tajkarimi et al., 2010).

Selon Vokk et al., 2011, le test de sensibilité réalisé sur quatre souches microbiennes
vis-a-vis de 'HE d’Anethum graveolens révéle des zones d’inhibition qui varie de 8 8 29.5mm
tableau 26 récapitule les résultats obtenus.

Tableau 26: Sensibilité de quelques souches microbiennes vis-a-vis de I’'HE d’aneth en fonction de la
saison et de I'organe d’extraction (Vokk et al., 2011).

Micro-organismes HE d’Aneth HE d’Aneth HE d’Aneth
testés (saison hivernale) | (saison estivale) | (graine)
Staphylococcus albus 8.0 26.0 11.0
Bacillus mesentericus - 25.0 15.0

E.coli 9.0 29.5 19.0
Aspergillus flavus 8.0 24.7 16.5

Dans le cas d’E.coli les résultats de cette étude sont en accord avec nos résultats (9mm
<14 mm< 29.5mm).

L'effet de 'HE d’Anethum graveolens, ainsi que la poudre de la plante d’aneth
séchéesur la croissance d’E. Coli a été démontré ( Isopencu et Ferdes, 2012).

Sur la base des résultats obtenus par Hong et al., 2011, on peut affirmer que I'huile
essentielle extraite des graines d’Anethum graveolens posséde une activité anti-Candida
in vitro et in vivo.

Selon Valero et Salmeron (2003) et Pibiri (2006), il est tres difficile de faire une
comparaison entre les résultats trouvés et ceux rapportés par la littérature, ceci pourrait
s’expliquer par:

Nature du matériel végétal (I'espéce, 'HE, origine géographique, altitude, saison de
cueillette) ;

Procédé d’extraction ;

Composition chimique des HE utilisées ;

Niveau de pureté du produit final et sa conservation ;

Nature des souches testées ;
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Méthodes utilisées pour estimer 'activité antimicrobienne ;
Milieux de culture employés (milieu synthétique ou naturel) ;
Qualité des souches testées.

Les zones d’inhibition des HE testées sur les différentes souches utilisées sont illusrées par
les figures 36 a 40.

HE dz la sauzs HE dz la mu=

HE dz 'anath
Figure 36 : Zones d’inhibition des huiles testées sur Bacillus subtilis
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HE dz la saugs HE dz la =

HE da 1l ansth
Figure 37 : Zones d’inhibition des huiles testées sur Staphylococcus aureus.
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HE dz lansth —
Figure 38 : Zones d’inhibition des huiles testées sur Pseudomonas aeruginosa.
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HE dz lasangs

HE dz |'anath
Figure 39 : Zones d’inhibition des huiles testées sur Escherichia coli

HE dz la saugz HE dz larus=

HE dz U'anzth
Figure 40 : Zones d’inhibition des huiles testées sur candida albicans
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6.2-Détermination de la CMI & de la CMB

Afin de confirmer les résultats trouvés précédemment dans I'étude qualitative de l'activité
antimicrobienne, nous avons procédé a la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des HE de Salvia officinalis, de Ruta montana et d’Anethum graveolens
ainsi que la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) des HE de
Salvia officinalis, de Ruta montana.

Les valeurs des CMI et des CMB des HE testées vis-a-vis des souches microbiennes
sensibles sont représentées dans les tableaux 27, 28 et 29. Les résultats des CMI sont
illustrés par les figures 41, 42, 43, 44, 45 et 46.

+ : croissance microbienne, - : absence de croissance, - : CMI.

D’aprés les résultats obtenus, Pseudomonas aeruginosa est la souche la plus
résistante vis-a-vis des HE étudiées, alors que Bacillus subtilis s’est avéré étre la plus
sensible (tableau 27).

Cette résistance de Pseudomonas aeruginosa est dle a la capacité de celle-ci a former
un biofilm. Ce dernier est une organisation complexe, composée de différentes strates
dans lesquelles les bactéries se trouvent dans des états physiologiques spécifiques a
leur situation. Ainsi, toute la population bactérienne n’est pas exposée simultanément et
identiquement au produit (Pibiri, 2006).

Les valeurs des CMI obtenues viennent affirmer les résultats de I'analyse qualitative
(F’Aromatogramme).

Tableau 28: Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) des HE étudiées

CMI (v/iv)
Souches Sauge Rue Aneth
Bacillus subtilis 0.03 0.03 0.25
E.coli 0.25 >2 1
Staphylococcus aureus 0.06 1 2
Pseudomonas aeruginosa |2 >2 >2
Candida albicans 0.125 0.03 1

Tableau 29: Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) des HE de la sauge et de la rue.

CMB (v/v)
Souches Sauge Rue
Bacillus subtilis 0.03 0.25
E.coli >2 >2
Staphylococcus aureus 0.125 1
Pseudomonas aeruginosa | > 2 >2
Candida albicans 0.5 0.06

Dans le cas de la sauge
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L’'HE de la sauge présente une assez bonne activité antimicrobienne a travers des CMI plus
tét faibles, sauf dans le cas de Pseudomonas aeruginosa qui montre la plus forte résistance
avec une CMI de 2%, cette valeur confirme le résultat obtenu par 'aromatogramme (Z=6.75
mm), la CMB n’a pas été déterminée (> 2%).
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La CMI dans le cas d’E.coli est de 0.25% cela est en accord avec les résultats de
'analyse qualitative, la CMB quant-a-elle est supérieure a 2%.

Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus se sont avérées étre les souches les
plus sensibles sous I'action de I'HE de la sauge avec des CMI de 0.03% et 0.06%
respectivement, ces résultats concordent avec I'étude qualitative. La CMB est égale a la
CMI dans le cas de Bacillus subtilis alors que pour Staphylococcus aureus la CMB est plus
élevée 0.125%.

Dans le cas de la levure, I'HE de Salvia officinalis montre une CMI moyenne de 0.125%
contre Candida albicans. Cela confirme également le test de sensibilité par la méthode de
diffusion sur gélose.

Cas de la Rue des montagnes

D’aprés les résultats des tableaux 28 et 29 'HE de Ruta montana montre une excellente
activité antimicrobienne vis-a-vis de Bacillus subtilis et Candida albicans avec les CMI les
plus faibles de 0.03%. Les CMB sont plus élevées 0.25% et 0.06% respectivement. La valeur
notée dans le cas de Candida albicans va dans le sens des résultats de I'étude qualitative.

La valeur de la CMI enregistrée dans le cas de Staphylococcus aureus est de 1% et
est égale a la CMB.

Pour Pseudomonas aeruginosa et E coli les CMI et CMB n’ont pas été déterminées
(supérieure a 2%), cela confirme les résultats de I'analyse qualitative.

Cas de I'aneth

L'HE d’Anethum graveolens montre un pouvoir antimicrobien trés moyen voir faible pour
certaine souches, dans le cas de Bacillus subtilis on note une CMI de 0.25%, cette valeur
est en accord avec les résultats de 'aromatogramme.

Les valeurs de la CMI pour E.coli et Candida albicans sont de 1%, et pour
Staphylococcus aureus on note une CMI de 2% ces résultats concordent avec les valeurs
obtenues par le test de sensibilité.

Dans le cas de Pseudomonas aeruginosa la CMI n’a pas été déterminé (supérieure
a 2%).
Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide

d’'une huile essentielle, lorsque ce rapport est inferieur a 4, I'huile est considérée comme
bactéricide. (Hellal, 2011).

Le tableau 30 résume les rapports des CMB/CMI des HE de la sauge et de la rue.

Tableau 30: Rapports CMB/CMI des HE de la sauge et de la rue.

CMB/CMI
Souches Sauge Rue
Bacillus subtilis 1 8.33
E.coli ND ND
Staphylococcus aureus 2.08 1
Pseudomonas aeruginosa |ND ND
Candida albicans 4 2

ND : Non Déterminé
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Les rapports CMB/CMI déterminés dans le tableau 30, indiquent que I'HE de la sauge
est bactéricide vis-a-vis de Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus (CMB/CMI < 4), dans
le cas de I'HE de rue le rapport CMB/CMI souligne le caractére bactériostatique de cette
huile contre Staphylococcus aureus et Candida albicans.

La detérmination des CMI des huiles testées sur les différentes souches utilisées est
illusrée par les figures 41 a 46.

CAL Porndamana sdmpiess

Figure 41 : lllustration de la CMI de I'HE de la
sauge vis-a-vis des 4 souches bactériennes testées.

1:E.coli/ 2 : Staphylococcus aureus / 3 : Pseudomonas aeruginosa / 4 : Bacillus subtilis
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Nl Cormfwta gobwiiey

Figure 42 : lllustration de la CMI de 'HE de la sauge vis-a-vis de Candida albicans.

Figure 43 : lllustration de la CMI de 'HE de la
rue vis-a-vis des 4 souches bactériennes testées.

1:E.coli/ 2 : Staphylococcus aureus / 3 : Pseudomonas aeruginosa / 4 : Bacillus subtilis

97



Composition chimique et activités antioxydante et antimicrobienne des huiles essentielles de
I’aneth (Anethum graveolens L.), de la sauge (Salvia officinalis L.) et de la rue des montagnes
(Ruta montana L.)

CWE Carufula aZorame

Figure 44 : lllustration de la CMI de I'HE de la rue vis-a-vis de Candida albicans

CI Sagpipinsonce, carm

Figure 45 : lllustration de la CMI de I'HE de
I'aneth vis-a-vis des 4 souches bactériennes testées.

1:E.coli/ 2 : Staphylococcus aureus / 3 : Pseudomonas aeruginosa / 4 : Bacillus subtilis
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CWE Comadidlo pitypew

Figure 46 : lllustration de la CMI de 'HE de I'aneth vis-a-vis de Candida albicans.

7-Analyse statistique

L’analyse de la variance concerne I'essai des activités antioxydante et antimicrobienne des
huiles essentielles de la sauge, de la rue et de I'aneth.

7.1-Activité antioxydante

7.1.1-Activité de piégeage du radical DPPH

L'essai
— Variable dépendante Y : Activité de piégeage du radical DPPH.
—  Facteur A : HE avec trois possibilités (sauge, rue, aneth).
—  Facteur B : Concentration avec 5 possibilités (500, 1000,1500, 2000,
4000 mg/l).

Hypothéses testées

Ho A : Absence de I'action du facteur A (Pas de différence significative
en termes d’activité de piégeage du DPPH entre les trois huiles).

Ho B : Absence de I'action du facteur B (Pas de différence significative
en termes d’activité de piégeage du DPPH entre les 5 concentrations).

- AxB

Ho : Absence d'interaction entre A et B.

Régles de décisions

On accepte Hq A, Ho B et Hp AxB si les valeurs de significations sont

supérieures a 0.05, dans le cas contraire, les hypothéses Hg A, Ho B et

AxB

Ho sont rejetées.
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Analyse de la variance

Saurce Somamesdes |y | Mevenne des Sizmifimtion
CATTES CHTITES
HE 42327 2 21183 (i)
L ONCSELANa0s 232391 ) R - i)
HE * Comcantrations 41854 ] 5338 - i3]
Egens 00040 a
Tatal mzriz= 337582 14

Tableau 31: Tests des effets inter-sujets (pouvoir de pigeage du radical DPPH)
R deux = 1.000 (R deux ajusté = 1.000)
D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 31, et en se référant aux régles de

décisions, on rejette les hypothéses : H A, Ho B AXB

etHp
Donc au seuil de 5% :

Le facteur A agit : L'HE a un effet significatif sur I'activité de piégeage du radical
DPPH

Le facteur B agit : La concentration a un effet significatif sur I'activité de piégeage du
DPPH.

Le facteur AxB agit: L'interaction entre les deux variables qualitatives : « HE » et
« Concentration » a un effet significatif sur le pouvoir de piégeage du radical DPPH.

Test de Student-Newman-Keuls

Lorsque I'hypothése H( est rejetée, on effectue ce test pour classer les moyennes pour
chaque facteur.

Tableau 32: Facteur B « Concentration » (pouvoir de piegeage du radical DPPH)

Concentration Moyenne
500 mg/l 5.153
1000 mg/l 6.398
1500 mg/l 9.801
2000 mg/l 11.464
4000 mg/l 16.747

Les résultats du test de Student-Newman-Keuls, nous permettent d’aboutir au
classement suivant :

Classement des Concentrations selon leurs I'activité de piégeage du DPPH:
500 mg/l < 1000 mg/l < 1500 mg/I <2000 mg/l < 4000 mg/I

7.1.2-Pouvoir réducteur

L'essai
—  Variable dépendante Y : Pouvoir réducteur.
—  Facteur A : HE avec trois possibilités (sauge, rue, aneth).
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—  Facteur B : Concentration avec 5 possibilités (500, 1000,1500, 2000,
4000 mgl/l)

Hypothéses testées

Ho A Absence de I'action du facteur A (Pas de difféerence significative
en termes de pouvoir réducteur entre les trois huiles).

Ho B . Absence de I'action du facteur B (Pas de différence significative
en termes de pouvoir réducteur entre les 5 concentrations).

- AxB

Ho : Absence d’interaction entre A et B.

Régles de décisions

On accepte Hg A, Ho B et Hp AxB si les valeurs de significations sont
supérieures a 0.05, dans le cas contraire, les hypothéses Hg A, Ho B et
Ho AXB sont rejetées.

Analyse de la variance

Tableau 33: Tests des effets inter-sujets (pouvoir réducteur)

Source Sommes des ddl |Moyennes |F Signification
carrés des carrés

Huiles 0.375 2 0.187 - .000

Concentrations | 0.396 4 0.099 - .000

Huiles * 0.069 8 0.009 - .000

Concentrations

Erreur 0.000 0 - -

Total corrigé 0.840 14 |- -

R deux = 1.000 (R deux ajusté = 1 .000)
D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 33, et en se référant aux régles de

B AxB

décisions, on rejette les hypothéses : H A, Ho ~ etHp

Donc au seuil de 5% :
Le facteur A agit : L'HE a un effet significatif sur le pouvoir réducteur.
Le facteur B agit : La concentration a un effet significatif sur le pouvoir réducteur.

Le facteur AxB agit : L'interaction entre les deux variables qualitatives : « HE » et
« Concentration » a un effet significatif sur le pouvoir réducteur.

Test de Student-Newman-Keuls

Lorsque I'hypothése H( est rejetée, on effectue ce test pour classer les moyennes pour
chaque facteur.
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Concen t ration Aloyvenme
500 mal 0.275
10040 mz1 0,430
1500 mz1 0528
2000 mzl 0.8611
400 mzl 0. 758

Tableau 34: Facteur B « Concentration » (pouvoir réducteur)
Les résultats du test de Student-Newman-Keuls, nous permettent d’aboutir au
classement suivant :

Classement des Concentrations selon leurs pouvoirs réducteurs :

500 mg/l < 1000 mg/l < 1500 mg/l < 2000 mg/l < 4000 mg/I
7.2-Activité antimicrobienne

7.2.1-Aromatogramme

L'essai
— Variable dépendante Y : Diamétre de la zone d’inhibition.
—  Facteur A : HE avec trois possibilités (sauge, rue, aneth).

—  Facteur B : Souches avec 5 possibilités (Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphyloccocus aureus, Escherichia coli et Candida
albicans).

Hypotheses testées

H o A . Absence de I'action du facteur A (Pas de différence

significative en termes diamétre de la zone d’inhibition entre les trois
huiles).

H o B . Absence de I'action du facteur B (Pas de différence
significative en termes diamétre de la zone d’inhibition entre les 5
souches).

- AxB

H o : Absence d'interaction entre A et B.

Reégles de décisions

B AxB

XE i les valeurs de significations sont supérieures a 0.05,
B AxB

On accepte Hg A, Ho ~ et Hp

sont rejetées.

dans le cas contraire, les hypothéses Hg A, Ho ~ etHp

Analyse de la variance
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Source Eﬂmﬁf des ddl M{I}-mﬁ des F Sizgmfimtion
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Tableau 35: Tests des effets inter-sujets (zone d’inhibition).
R deux = 1.000 (R deux ajusté = 1.000)
D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 35, et en se référant aux régles de

décisions, on rejette les hypothéses : H A, Ho B et Ho AXB

Donc au seuil de 5% :

Le facteur A agit : L'HE a un effet significatif sur le diamétre de la zone d’inhibition.

Le facteur B agit : La souche a un effet significatif sur le diameétre de la zone

d’inhibition.

Le facteur AxB agit : L'interaction entre les deux variables qualitatives : « Extrait » et

« Souche » a un effet significatif sur le diamétre de la zone d’inhibition.

Test de Student-Newman-Keuls
Lorsque I'hypothése H( est rejetée, on effectue ce test pour classer les moyennes pour
chaque facteur.

Tableau 36: Facteur B « Souches »

Souches Moyenne
Pseudomonas aeruginosa |8.500
Escherichia coli 12.750
Staphylococcus aureus 15.000
Bacillus aureus 15.750
Candida albicans 22.333

Les résultats du test de Student-Newman-Keuls, nous permettent d’aboutir au
classement suivant :

Classement des souches selon leurs diamétres d’inhibition:

Pseudomonas aeruginosa < Escherichia coli < Staphylococcus aureus < Bacillus subtilis <
Candida albicans.

Conclusion générale & Perspectives

Les produits naturels sont et restent toujours une source inépuisable de structures
complexes et diverses. lls jouent un réle important dans de nombreuses applications : la
parfumerie, I'industrie pharmaceutique, cosmétique et agro-alimentaire.
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Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant
des propriétés antioxydante et antimicrobienne. Plusieurs travaux de recherche ont été
focalisés sur les huiles essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Les différents
résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de plusieurs propriétés biologiques.
L'évaluation de telles propriétés demeure une tache intéressante et utile, en particulier pour
trouver de nouvelles sources d’agents antioxydants et antimicrobiens naturels. Dans ce
contexte, nous avons essayé d’évaluer la composition chimique etles activités antioxydante
et antimicrobienne des huiles essentielles extraites a partir de trois plantes qui poussent
spontanément en Algérie : Salvia officinalis, Ruta montana et Anethum graveolens.

Les observations des coupes anatomiques des parties aériennes des especes étudiées
sous microscope photonique ont révélé la présence de poils sécréteurs, tecteurs et
glandulaires pour la sauge, de poches sécrétrices dans le cas de la rue des montagnes
et de canaux sécréteurs pour I'aneth.

La détermination du profil chimique des HE testées par CPG seule et CG/SM nous a
permis d’identifier:

56 composés qui correspondent a 96.1 % de I'ensemble de 'HE de Salvia officinalis
avec un chémotype riche en monoterpénes oxygénés (55.9%), dont les composés
majoritaires sont I'a- Thujone (18.7%) suivi du Camphor (14.1%), du 1,8 cineole
(13%) et du Viridiflorol (10.2%).

13 composés qui correspondent 99.9% de I'ensemble de 'HE de Ruta montana avec
une forte prévalence des cétones, et la dominance quasi-totale de la 2-undecanone
(94%).

36 composés dans I'HE d’aneth représentant 98.1% de la totalité de 'HE analysée
avec une abondance des monoterpenes oxygénés (48.33%) : la Myristicin (39.1%),
a-phallendrene (15.7%), suivis du Limonene (15.7%), y-Terpinene (8.6%) et de la
Fenchone (7.2%) comme constituants majoritaires.

L'analyse de la capacité antioxydante des HE étudiées estimée par deux méthodes : le
pouvoir de piégeage du radical DPPH et le test de réduction du fer, de cette étude ressortent
les résultats suivants:

Le pouvoir de piégeage du radical DPPH par les HE de sauge, de la rue des
montagnes et de I'aneth, augmente proportionnellement avec la concentration.
Néanmoins I'activité anti-radicalaire des HE testées reste faible par rapport a celle
de I'antioxydant de synthése (BHT), aussi la concentration inhibitrice de 50% des
radicaux libres (IC 5q¢ ) n'a pas été déterminée étant donné que le taux d’inhibition

ne dépasse pas les 24% a la concentration la plus élevée (4000 mg/l).

Les résultats du pouvoir réducteur viennent confirmer ceux du test de piégeage du
radical DPPH : les HE testées présentent une capacité réductrice du fer mais elle
reste toutefois faible.

L'étude de I'activité antimicrobienne des HE testées a été évaluée par un test de sensibilité
par la méthode de 'aromatogramme (étude qualitative), et par une étude quantitative parle
biais de la détermination des CMI et CMB vis-a-vis de cing souches microbiennes.

De I'etude qualitative découle les points suivants :

L'HE de la sauge présente une Iégére activité inhibitrice vis-a-vis de Bacillus
subtilis, E.coli et Candida albicans. Une activité inhibitrice modérée dans le
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cas Staphylococcus aureus, alors qu’elle n’a quasiment aucune activité contre
Pseudomonas aeruginosa.

Dans le cas de I'HE de la rue une forte inhibition est constatée vis-a-vis de Candia
albicans, un léger pouvoir inhibiteur est enregistré contre Bacillus subtilis, E.coli
et Staphylococcus aureus. Cependant, Pseudomonas aeruginosa montre une
résistance trés marquée avec le plus faible diametre.

Pour I'HE de I'aneth, on note une activité inhibitrice modérée vis-a-vis de Bacillus
subtilis et Candida albicans. Alors qu’un léger pouvoir inhibiteur est enregistré contre
E.coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

La mise en évidence de la résistance des souches microbiennes testées a travers la
détermination des CMI révéle un niveau de sensibilité trés hétérogéne d’'une souche a une
autre vis-a-vis des HE etudiées ; Pseudomonas aeruginosa s’est avérée étre la souche la
plus resistante (CMI = 2%) alors que Basillus subtilis est la plus sensible (CMI < 0.25%).

Dans le cas de 'HE de la sauge, les CMI obtenues varient entre 0.03 et 2 %, pour
I'HE de rue ; les CMI notées s’échelonnent de 0.03 a 1% et depassent 2% dans le cas de
Pseudomonas aeruginosa et E.coli. Pour I'aneth, les CMI enregistrées varient entre 0.25 a
2% et sont supérieures a 2% dans le cas de Pseudomonas aeruginosa.

Les valeurs des CMB enregistrées pour les HE de la sauge et de la rue sont plus
ou moins proches s’echelonnent de 0.03 a 0.5%. Cependant, dans le cas Pseudomonas
aeruginosa et E.coli les CMB n’ont pas été detrminées (= 2%).

Lesrapports CMB/CMI (< 4) révélent que les deux HE étudiées (sauge et rue) semblent
exercer une action bactéricide contre S. aureus et C. albicans. Aussi I'HE de S. officinalis
présente un effet bacteriostatique contre B. subtilis.

L’activité antimicrobienne des HE est hautement dépendante de leurs compositions en
constituants principaux, c’est derniers appartiennent a la classe des alcools terpeniques (les
phénols principalement).

Enfin, ces résultats restent préliminaires et notre travail ouvre de nombreuses
persepectives :

De tester d’autres méthodes d’extaction et leur influence sur la composition chimique
et les capacités biologiques.

Compléter I'étude de I'activité antioxydante et antimicrobienne des HE étudiées par
d’autres tests qui viendront confirmer les résultats obtenus.

Extraction des composés phénoliques des plantes testées et étude de leurs capacités
biologiques.

Etude in vivo par une administaration orale des HE testées chez les souris pour
déterminer les niveaux de toxicité.

Tester I'activité antivirale de 'HE de la rue qui est composée d’un constituant quasi
majoritaire appartenant a la famille des cétones et qui a priori présente des propriétés
antivirales intéressantes.

Vérifier les résultats expérimentaux dans un aliment sélectionné afin de les utiliser
dans le domaine agroalimentaire

A travers ce modeste travail, nous espérons avoir contribué a la valorisation de Salvia
officinalis, Ruta montana et Anethum graveolens comme plantes médicinales traditionnelles
largement utilisées dans le monde.
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