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RESUME

Le travail effectué¢ constitue une contribution a la valorisation d’une plante
aromatique médicinale du Sahara méridional algérien. 1l a permis la mise en évidence de
I’activité biologique de I’huile essentielle de plante médicinale récoltée de la région de
Tamanrasset : Deverra scoparia Coss. & Dur. (Apiaceae).

L’extraction de 1’huile essentielle de la partie aérienne du fenouil (Deverra scoparia
Coss. & Dur.) de la région de Tamanrasset, par hydrodistillation de type Clevenger, a
donné un rendement de 0,8 = 0,17%. L’identification par CPG/MS a permis de déterminer
les composants majoritaire de ’huile essentielle du fenouil a savoir : I’a-bornyl acétate
(28,12%), I’a-pinéne (19,50%), le y-cadineéne (6,12%) et 1’eremophiléne (5,15%). L’effet
antimicrobien a été étudié vis-a-vis de huit souches microbiennes : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Salmonella thyphimuriem, Bacillus subtilis, Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae
qui se sont toutes révélées sensibles a I’huile essentielle étudiée a I’exception de
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli qui se sont montrées résistantes. Les
résultats de I’effet antioxydant mesuré en utilisant le test de piégeage du radical libre
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) montrent que I’huile essentielle testée a un effet

antioxydant modéré, relativement faible comparé a I’antioxydant de référence.

Mots clés : Deverra scoparia Coss. & Dur., hydrodistillation, huile essentielle, effet

antimicrobien, effet antioxydant.



ABSTRACT

The study presented is a contribution to evaluation of some medicinal plants of the
southern Algerian Sahara. It allowed the identification of the biological activity of extracts
from three medicinal plants harvested in the region of Tamanrasset: Deverra scorparia
Coss. & Dur. (Apiaceae)

The extraction of essential oil from fennel (Deverra scoparia Coss. & Dur.) From
Tamanrasset by hydrodistillation, Clevenger type, gave a yield of 0,8 £+ 0,17%. The
identification by GC/MS was used to determine the major components of the fennel
essential oil such as : a-bornyl acetate (28,12%), a-pinene (19,50%), y-cadinene (6,12%)
and eremophilene (5,15%). The antimicrobial effect was studied against eight microbial
strains : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella thyphimuriem, Bacillus subtilis, Candida albicans
and Saccharomyces cerevisiae, all of them were sensitive to the essential oil studied except
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli they were resistant. The results of the
antioxidant effect measured using the scavenging test diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)
show that essential oil tested have moderate antioxidant effect, relatively low compared to

the antioxidant reference.

Key words : Deverra scoparia Coss. & Dur., Hydrodistillation, essential oil, antimicrobial

effect, antioxidant effect.
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GLOSSAIRE

Allergisant : Qui peut provoquer des allergies.

Antibiotique : Qui détruit ou bloque la croissance des bactéries.

Anti-inflammatoire : Qui combat les inflammations.

Antimicrobienne : Inhibe et détruit les microbes.

Antioxydant : qui ralentit ou empéche 1’oxydation d’autre substance chimique a leur contact.
Antiparasitaire : Qui détruit les parasites.

Antispasmodique : Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires.

Antivirale : Qui perturbe le cycle de réplication d’un ou de plusieurs virus, permettant ainsi

de ralentir mais rarement d’arréter une infection virale.

Aromathérapie : Est I’utilisation des composés aromatiques extrait de plantes, les huiles

essentielles, & des fins médicales.
Cicatrisation : Un phénoméne de régénération.
Digestive : Remede concourant a la digestion.

Pathogéne : Qui peut causer une maladie.
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INTRODUCTION

Le monde végétal est connu depuis I’antiquité chez 1’étre humain qui a essayé de chercher
dans son environnement végétal des plantes pour satisfaire ses besoins quotidiens que ce soit
alimentation, parfum ou hygiéne et notamment comment traiter ses blessures et soulager ses
maux (SEVENET & TORTORA, 1994). Ces plantes représentent une source impérissable en
composés bioactifs. Elles sont devenues des usines chimiques d’une extraordinaire complexité

et efficacité (BRAZIER, 2010).

Les plantes renferment un nombre tres élevé de composés chimiques tels que : les huiles
essentielles, flavonoides, vitamines, saponines, caroténoide, terpenes, polyphénoles, alcaloides,
qui ont des propriétés physico-chimiques tres variées et des activités biologiques différentes
(antimicrobienne, antioxydante, antivirale) (MICHEL, 2011). En effet, les métabolites
secondaires restent I'objectif de nombreuses études in vivo et in vitro en particulier la recherche
de nouveaux composants naturels tels que les huiles essentielles qui suscitent I’engouement des

industries pharmaceutiques et agroalimentaires (KRIFA et al., 2011; NEFFATI et al., 2009).

L’usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte
de processus de synthése organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique. Elles sont
considérées comme un Vvéritable réservoir de molécules de base qui sont irremplacables
(OURAINI et al., 2007; BOUGHENDJIOUA, 2015).

De nos jours, les huiles essentielles sont utilisées par plusieurs chimistes, biologistes et
méme médecins dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles les
antibiotiques de synthése deviennent de plus en plus inactifs ou dans la préservation des
aliments contre 1’oxydation comme alternatives aux produits chimiques de synthése

(OUIS, 2015).

L’Algérie, la porte de I’Afrique, par son climat trés varié (la mer méditerranéenne au
Nord et le Sahara dans le sud) et sa situation géographique particuliere bénéficie d’une flore
tres riche et diversifiée répartie sur tout le territoire algerien. Elle présente une large gamme des
especes endémiques adaptées au climat de la zone et appartiennent aux différentes familles
entre autre : les Lamiaceae, les Asteraceae, les Apiaceae (QUEZEL & SANTA, 1963). Ces

plantes endémiques constituent un important réservoir de substances actives ce qui peut



conduire a la découverte de nouveaux agents antimicrobiens ou molécules d’intéréts

scientifiques (ZENASNI, 2014).

Dans le cadre de valoriser le pouvoir antimicrobien et antioxydant des plantes médicinales
et aromatiques algériennes par notre laboratoire ainsi que la recherche de nouvelles molécules
bioactives, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de 1’huile essentielle du fenouil spontané
(Deverra scoparia Coss. & Dur.), appartenant a la famille des Apiaceae, plante endémique
provenant de la région de Tamanrasset.

Notre étude est portée sur trois parties :
- La partie bibliographique consiste en une étude descriptive et caractéristique de la plante et
I’huile essentielle.
- La partie expérimentale est basée sur les techniques et les méthodes utilisées dans notre étude.
- La partie résultats et discussion.

Une conclusion générale sur I’ensemble de cette recherche.
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CHAPITRE 1

LES PLANTES AROMATIQUES ET MEDECINALES

1.1. Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis au moins 7 000 ans, elles représentent la
base de la phytothérapie (TARDIVON & CHADOUL, 2012). Elles regroupent a la fois les
plantes spontanées dites «de cueillette» et les plantes cultivées. Les premiéres sont difficiles
ou impossibles de cultiver. Elles représentent d’aprés certaines firmes importatrices 60 a 70
% des drogues du marché Européen. Leur valeur médicinale se montre trés inégale puisqu’elle
varie selon 1’origine, le terrain et les conditions de croissance. Les secondes assurent une
matiere premiére en quantité suffisante, homogéne au double point de vue aspect et
composition chimique. Elles peuvent étre intensifiées ou non suivant les besoins médicaux
(BENAKCHA, 2001).

Ces drogues d’origine végétale renferment des composés a propriétés médicamenteuses
(FARNSWORTH et al., 1986) et des vertus curatives et parfois méme toxiques selon les doses
(HAMOUDI, 2008).

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis 1’antiquité ;
cependant l'intérét accordé a I'étude scientifique du pouvoir des plantes aromatiques et
médicinales n'a augmenté que durant ces dernieres années dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et pour
I'environnement (ZHANG et al., 2010).

Les plantes aromatiques et médicinales renferment des composés chimiques qui se
répartissent en deux groupes. Le premier correspond aux protides, glucides, lipides et acides
nucléiques, sont les constituants du métabolisme primaire ; ils existent en permanence au sein
de la plante Le second correspond aux pigments, tanins, polymeéres, hormones et essences
végétales dites huiles essentielles, proviennent du métabolisme secondaire et ne sont pas

toujours présents chez les végétaux (BOUAMER et al., 2004).

La valorisation de la filiere des plantes aromatiques et médicinales est devenue
indispensable dans un pays regorgeant d’une richesse trés importante en flore. Selon les

statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de la population
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mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en soins de santé
primaire. D’ailleurs la pharmacopée humaine est riche d’un répertoire de pas moins de 20000

espéces dont 50% est utilisée en industrie pharmaceutique (OMS, 2011).

1.2. Famille des Apiaceae

Les Apiaceae (Apiacées) anciennement appelées Ombelliferes, comprennent environ
3000 espéces réparties en 469 genres sont distribués dans toutes les régions tempérées mais
surtout dans I’hémisphére Nord. En Algérie 55 genres regroupant 117 espéces, dont 24
endémiques, sont répertoriés (QUEZEL & SANTA, 1963). Les Apiaceae sahariennes sont
différentes les unes des autres et leur détermination n’offre pas de grandes difficultés sauf la
distinction entre les espéces du genre Pituranthos. Pour toute identification il est trés important
de cueillir des échantillons portant des fruits mirs (OZENDA, 1983).

C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en
ombelles composees. Les plantes de la famille des Apiaceae sont essentiellement des plantes
herbacées annuelles, bisannuelles, ou le plus souvent vivaces. L’appareil végétatif souterrain

est trés varié : racine pivotante, rhizome ou tubercule.

Les feuilles sont alternes, souvent trés découpées, sans stipules, généralement
engainantes. Elles sont le plus souvent composées, pennées, palmées ou ternées, plus rarement

entieres (chez les buplévres par exemple) ou phyllodiales.

Les fleurs sont généralement blanches et plus rarement jaunatres, verdatres ou rosées.

Leur simplicité et leur régularité caractérisent les Apiaceae (DEYSSON, 1979).

Les racines, tiges et feuilles sont parcourues par des canaux sécréteurs qui contiennent un

mélange d’essences et de résines, ce qui explique I’odeur forte qui se dégage des Apiaceae

lorsqu’on les écrase (OZENDA, 1983).

Le potentiel floristique algerien de ce genre comporte les especes suivantes : Deverra
scoparia Coss. & Dur. ou Pituranthos scoparius Benth. & Hook. ; Deverra chlorantha Coss.
& Dur. ou Pituranthos chloranthus Benth. & Hook. ; Pituranthos battandrieri Maire
(OZENDA, 1977).
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1.3. Deverra scoparia Coss. & Dur.

1.3.1. Origine et étymologie

Deverra vient du mot latin Deverro : déesse de I’accouchement (IUCN, 2005) et
scoparia du latin scopa : brosse, balai, le terme scoparia s’applique a I’aspect des rameaux,
sec et nus durant la majeure partie de I’année (BENISTON, 1984).

1.3.2. Systématique

D’apres, Quézel et Santa (1963), Deverra scoparia Coss. & Dur. est classé comme

suit :
Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiacées
Genre Deverra
Espéce Deverra scoparia Coss. & Dur.
Nom botanique Deverra scoparia Coss. & Dur.

1.3.3. Synonymes botaniques

Pituranthos scoparius Benth. et Hook. (OZENDA, 1983).

1.3.4. Noms vernaculaires

- Francais : Fenouil sauvage.
- Arabe : Guezzah, Ghezzaha.
- Tamahaq : Tattayet (OZENDA, 1983).
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1.3.5. Description botanique

Deverra scoparia Coss. & Dur. (Figure 1.1) est une plante vivace, a tige jaunatre,
longues de 40-80 cm, en touffes ramifiées dans le haut seulement, simples et paralléles entre
elles dans leur moitié inférieure avec des fleurs blanches a ombelles latérales et pédoncule court
(1-3 cm). Ses fruits sont plus longs que larges, hérissés de poils dressés, pétales blancs a
nervures étroites. C’est une plante a souche Ligneuse ramifiée émettant de nombreuses rosettes
de feuilles triséquées 1-2 fois. La floraison a lieu de Février a Octobre (OZENDA, 1983 ;
QUEZEL & SANTA, 1963).

Figure 1.1 : Deverra scoparia Coss. & Dur. (IUCN, 2005).

1.3.6. Distribution géographique

Cette Apiaceae est endémique au nord-africain, commune dans la partie nord du
Sahara est réputée rare plus au sud. On l'observe pourtant trés fréquemment sur le plateau du
Tassili des Ajjers et dans le Hoggar, surtout dans les lis d'oueds caillouteux (LEHOUEROU,
1995 ; SAHKI & SAHKI, 2004 ; BENCHELAH et al., 2011).
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1.3.7. Utilisations

Plante a I'odeur de fenouil tres agréable. On tresse des claies avec ses tiges pour y
égoutter le fromage, elle parfume également le beurre de chévre. Les animaux la broutent mais
ne semblent pas l'apprécier particuliérement. Cette plante est bonne pour les douleurs de dos.
On fait cuire la viande avec quelques branches de la plante, puis on boit le jus. Les tiges séches
entrent dans la préparation de poudres contre les morsures de reptiles. Lorsqu’elle est prise en

infusion, elle facilite la digestion (SAHKI & SAHKI, 2004 ; BENCHELAH et al., 2011).

En médecine traditionnelle les tiges et les feuilles de Deverra scoparia Coss. & Dur.
sont utilisées pour le traitement de la rougeole, 1'asthme, ’ictére, les troubles digestifs, les
spasmes et les douleurs. Le décocté et I’infusion des feuilles et les fleurs sont utilisés dans le
traitement d’hépatite, diabéte, I’indigestion, maux d’estomac et bas ventre, ainsi que pour les
infections urinaires. Certains recommandent I'application locale de la poudre des feuilles en
cataplasme, pour soulager les douleurs rhumatismales (DIDI & ZABEIROU, 2003 ;
HAMMICHE & MAIZA, 2006 ; BOUDJELAL et al., 2013).

Deverra scoparia Coss. & Dur. est une plante toxique évitée par les moutons pendant
la floraison et dont la toxicité a été liée a la présence présumée d'alcaloides
(HABA et al., 2004).

1.4. Huiles essentielles

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du métabolisme végétal.
Suite a la photosynthese au niveau des chloroplastes, I’énergie produite sous forme de glucides,
NADPH et d’ATP contribue au développement de la plante et indirectement a la biosynthese
de multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles (NARISHETTY et al.,
2004).

1.4.1. Définition
Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges complexes de
substances odorantes et volatiles (CATIER & ROUX, 2007). Il s’agit de mélanges de
composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockes dans certains tissus

végétaux spécialisés (poches, canaux, poils). Extraites de la plante grace a des procédés
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physiques, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante

(TEUSCHER & ANTON, 2005).

Plus récemment, la norme AFNOR NF T 75-006 (octobre1987) a donné la définition
suivante d'une huile essentielle : «Produit obtenu a partir d'une matiere premiére végétale, soit
par entrainement a la vapeur (MARIE-ELISABETH et al., 2004), soit par des procedés
mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation & sec» (BRUNETON, 1993).

Les huiles essentielles sont des liquides huileux aromatiques tres concentrés renfermant
des mélanges complexes des substances volatiles constituées de plusieurs dizaines de composés
(Raul & OCHOA, 2005 ; BOURREL, 1993 ; TIGRINE-KORDJANI et al., 2006).

1.4.2. Localisation

Elles peuvent étre localisées dans tous les organes végétaux : les feuilles (Torilis arvensis)
(SAAD et al., 1995), les racines (Heracleum persicum) (MOJAB & NICKAVAR, 2003), le
bois (Santalum album) (HOWES et al., 2004), les rhizomes (Zingiber officinale) (GEIGER,
2005), les écorces (Cinnamomum verum) (JHAM et al., 2005), les fruits (Daucus carota)
(GLISIC et al., 2007), les graines (Daucus carota) (OZCAN & CHALCHAT, 2007) ou les
fleurs (Ferulago angulata) (AKHLAGHI, 2008).

Il n’existe pas de regle générale concernant les lieux d’accumulation des métabolites
secondaires comme les huiles essentielles dans I’organisme végétal (GUIGNARD et al., 1985),
mais dans la plus part des cas, les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées,
situées en surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans
des cellules dites cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des
trichomes glandulaires sécréteurs (Lamiaceae), dans des cavités sécrétrices (Myrtaceae ou
Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiaceae ou Asteraceae) (BRUNETON, 1999 ;
BAKKALI et al., 2008).

1.4.3. R6le dans la plante

Les huiles essentielles ont certainement un role dans la plante, il s’agit d’une sécrétion
qui induit une augmentation de la production de certains composants pour inhiber la
germination en hiver, protéger la plante contre les parasites, les insectes et les herbivores et

favoriser la fécondation en attirant certains insectes (MILPIED, 2008).
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1.4.4. Extraction

L’extraction des huiles essentielles est une opération capitale qui doit permettre

d’obtenir des produits volatils, particuliérement fragiles, sans altérer la qualité (ROUX, 2008).

Il existe plusieurs méthodes qui permettent d’extraire les huiles essentielles, les plus
utilisées sont I’extraction par hydrodistillation, I’expression a froid, I’extraction par solvants et

plus récemment extraction assistée par micro-ondes.
1.4.4.1. Distillation

Il existe trois différents procedés utilisant le principe de la distillation :
L’hydrodistillation, 1I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydro diffusion (PIOCHON, 2008).

» Hydro-distillation
I1 s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement utilisée. La
matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’eau, placé sur une source
de chaleur, le tout est ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant et ’huile essentielle se sépare de 1’hydrolysat par simple différence de densité.
L’huile essentielle étant plus légere que 1’eau, elle surnage au-dessus de 1’hydrolysat
(Figure 1.2).
En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines
molécules aromatiques (LUCCHESI, 2005).

Clevenger

Plante + eau distilée

Figure 1.2 : Dispositif expérimental de I’hydrodistillation type Clevenger
(BRUNETON, 2009).
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> Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour 1’obtention des
huiles essentielles des plantes aromatiques. A la différence de I’hydrodistillation, cette
technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter (IUICITA, 2006).
La vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la matic¢re végétale située au-dessus d’une
grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libeérent 1’huile
essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile
essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre

séparé en une phase aqueuse et une phase organique (I’huile essentielle).

L’absence de contact direct entre 1’eau et la maticre végétale, puis entre 1’eau et les

molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire
a la qualité de I’huile (LUCCHESI, 2005).

» Hydro diffusion
Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le bas
et a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matiére végétale. L’avantage de cette méthode

est d’étre plus rapide et n’altére pas les composés volatils (ROUX, 2008).
1.4.4.2. L’extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence. Le produit

ainsi obtenu est appelé essence, car il n’a subi aucune modification chimique (ROUX, 2008).
1.4.4.3. Extraction par les solvants et les graisses

Il s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux (hexane et éther
de pétrole) mais aussi de graisses et des huiles (absorption des composés volatils lipophiles par
les corps gras). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus €élevé que 1’eau, si bien que les
extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais eégalement des composés
non volatils tels que des cires, des pigments et des acides gras, un lavage a I’éthanol permet

I’élimination de ces composés.
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Apres distillation de I’alcool, le produit obtenu est appelé « absolu » et sa composition
se rapproche de celle d’une huile essentielle. L extraction a 1’aide des solvants organiques pose

le probléme de toxicité et de solvants résiduels (HERNANDEZ-OCHOA, 2005).

1.4.4.4. Extraction assistée par micro-ondes

Dans ce procédé, la matrice végeétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniére séquentielle. Ce procédé livre un produit
souvent de qualité supérieure par rapport a celui obtenu par hydrodistillation
(MENGEL et al., 1993).

Les composes volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre
a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des procédés classiques de condensation,
refroidissement et décantation. L'extraction par micro-ondes fait aujourd'hui I'objet de
beaucoup d'études et ne cesse d'étre améliorée (LUCCHESI et al., 2007).

1.4.5. Conservation

Les huiles essentielles doivent étre protégées de la lumiere, de la chaleur, de I’air, de
I’humidité et des écarts de température dans des flacons en verre teinté, en position verticale et
dans un lieu sec et frais (MORO, 2008).

1.4.6. Biosynthése et composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes a deux groupes caractérisées par
des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpenoides d'une part et le groupe des
composés aromatiques dérivés du phényle-propane, beaucoup moins fréquents, d'autre part
(BRUNETON, 1999).

> Les terpénes
Ils sont trés répondus dans la nature surtout dans les plantes comme constituant des
huiles essentielles. Ce sont des composeés, de formules brute C1oHs de forme cyclique et volatils,
ces hydrocarbures sont responsable en partie, de I'odeur dégagée par les plantes et les fleurs.
Ces composés sont d'une structure chimique variée, ils peuvent étre acyclique, monocycliques

ou méme tricyclique.

11
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La nomenclature utilisée a pour base une unité terpénique en Cioi les différents
terpenoides sont obtenus par l'addition de nouvelles molécules C5 (Figure 1.3 & 1.4)
(BRUNETON, 1999).

D'apres BELLAKHDAR (1997), les monoterpenes sont des composés plus volatiles, ils
sont les principaux composes rencontrés dans les huiles essentielles. Ils sont composeés
essentiellement de 1’a-pinéne, o-terpinéne, campheéne, o-phéllandréne, P-phéllandréne,

limonéne et myrcene.

Les sesquiterpenes sont des composés caractéristiques des ardmes produits par les plantes
et donnent a celles-ci leur godt amer. Ce sont des composés d'hydrocarbures notamment
I'aromadendrene, allo-aromadendréne et a-gurjunene (AZOUDJ, 1999).

- CHOH

1L

Myrcréne {(+)— B-Pinene ¥—Terpinéne (+)—(:Gmph éne Géraniol CL=Terpinol

=
=

Figure 1.3 : Exemples de structures des monoterpenes (BRUNETON, 1999).

%
<
f/H

ﬁ— Caryophylléne ﬁ—E\‘sobo\éne O-Humulane ¢-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 1.4 : Exemples de structures des sesquiterpenes (BRUNETON, 1999).
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> Dérives de phényle-propane
Les dérives du phényle-propane (Csz, Cs) sont beaucoup moins fréquents que les
terpenes (BRUNETON, 1993), leur formation suit une voie biosynthétique dite de I'acide
shikimique conduisant essentiellement a la synthése de la lignine (Figure 1.5) (RIBERNEAU
& GAYON, 1981).

] =
) I I

__ | |
O —\}VJ L\\\l/ HyCo /\f/)
!

S OCri,

Eugénol rrons-Ans<thole Vaniliine

Figure 1.5 : Exemples de structures de composés dérivés du phényle propane
(BRUNETON, 1993).

Les dérivés du phényle propane sont important aussi bien quantitatif que qualitatif par
exemple:
e Latrans-anéthol est la molécule responsable de I'ardbme d'anis et constitue environ 80%
de I'nuile essentielle de badiane de chine (BRUNETON, 1993).
e L'aldéhyde cinnamique (Figure 1.6) responsable du parfum de la cannelle, représente
60-70% de I'essence de son écorce (RIBERNEAU & GAYON, 1981).

Figure 1.6 : Structure chimique de l'aldéhyde cinnamique(RIBERNEAU & GAYON, 1981).

» Les molécules diversement fonctionnalisées
En plus de la diversité terpénique et du phényle-propane, il existe d'autres molécules
odorantes qui peuvent intervenir dans la constitution de certaines huiles essentielles, telles que
I'alcool cinnamique, benzaldéhyde, les coumarines volatils et les flavonoides (BRUNETON,
1999).
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1.4.7. Notion de chémotype

Le chémotype d'une huile essentielle est une référence précise qui indique le
composant biochimique majoritaire ou distinctif présent dans I’huile essentielle. C'est 1'élément
qui permet de distinguer une huile essentielle extraite d'une méme variété botanique mais d'une
composition biochimique différente. Cette classification capitale permet de sélectionner les
huiles essentielles pour une utilisation plus précise, plus sire et plus efficace (MANUNTA,
1985 ; FALCHI DELITALA & SOCCOLINI, 1980).

1.4.8. Caractéristiques physico-chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles se résument en
leurs indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans I'alcool, point d'ébullition et

congélation.

Les huiles essentielles sont généralement incolores ou jaune péale, liquides a
température ambiante, liposolubles ainsi elles sont peu solubles dans 1’eau mais le sont
dans les solvants organiques apolaires, les huiles grasses et les alcools. Leur densité est en
général inférieure a celle de I’eau a ’exception des huiles essentielles de sassafras, de girofle
et de cannelle. Elles ont aussi un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere
polarisée (BRUNETON, 2009).

1.4.9. Propriétés et utilisations de I’huile essentielle

» Propriétés antivirales
Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les huiles
essentielles, ce qui confére a ces derniéres la capacité de combattre certaines pathologies
virales. Les huiles essentielles arrétent le développement des virus et facilitent 1’¢limination du

mucus tout en stimulant le systeme immunitaire.

» Propriétés anti-inflammatoires
Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’huiles essentielles ont la propriété
de combattre les inflammations. Un cas exemplaire est celui de 1’huile essentielle de clou de

girofle qui calme les douleurs dentaires.

14



LES PLANTES AROMATIQUES ET MEDECINALES

» Propriétés cicatrisantes
Les huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues depuis
I’antiquité et utilisées en temps de guerre pour soigner les blessés. En effet, elles ont le pouvoir

de régénérer les tissus qui ont été abimés et de favoriser la cicatrisation des blessures.

» Propriétés circulatoires
Un grand nombre d’huiles essentielles sont de puissants soutiens pour notre systéeme
circulatoire. Elles ont la capacité d’activer la circulation sanguine, de réduire les hémorroides
et de soulager les jambes lourdes. Parmi les huiles essentielles qui ont une action circulatoire,

nous retrouvons : les huiles de citron, de genievre, de menthe poivreée et sauge.

» Propriétés digestives
Les huiles essentielles ont une action manifeste sur le systeme digestif. Elles sont
efficaces contre la formation de gaz au niveau abdominal (huiles essentielles de basilic, d’anis)
et elles favorisent la formation des sucs gastriques nécessaires a une bonne digestion (huiles

essentielles de cumin, d’estragon, de menthe poivrée).

» Propriétés antiparasitaires
Les huiles essentielles de quelques plantes aromatiques comme le géranium, la
citronnelle, la menthe et la lavande sont efficaces pour protéger des attaques des insectes, en

particulier des moustiques.

» Propriétés de régulation métabolique
Les huiles essentielles ont la capacité de réguler I’action de nos glandes. Les
mécanismes subtils et délicats mis en jeu par ces derniéres étant véritablement complexes, il

vaut toujours mieux demander les conseils d’un expert en aromathérapie.

» Propriétés antispasmodiques
Les huiles essentielles de marjolaine, de lavande peuvent arréter les spasmes, c'est-
a-dire les contractions qui se manifestent de facons involontaires dans le corps, aussi bien au

niveau rénal qu’au niveau des visceres.

» Propriétés désodorisantes et purifiantes

A la maison, les huiles essentielles diffusées réguliérement dans I’atmosphére
parfument et assainissent 1’air que nous respirons (SCIMECA, 2006 ; GARRETA, 2007).
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» Propriétés antimicrobiennes
Les huiles sont d'intérét croissant pour les industries et la recherche scientifique en
raison, de leurs activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques (BENDAHOU et al.,
2007).

Certaines espéces microbiennes pathogenes sont de moins en moins sensibles aux
antibiotiques et développent des résistances multiples est a I’ordre du jour. L’usage des huiles
essentielles, grace a leur forte action antimicrobienne développée depuis plus d’une vingtaine
d’années, constitue un sérieux substitue au traitement par Les antibiotiques dans les pathologies
infectieuses (PIBIRI, 2006). Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques
disponibles ainsi que les effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes a mené

les chercheurs a étudier I'activité antimicrobienne des plantes médicinales (GARNERO, 1996).

Les composés des huiles essentielles sont actifs contre une large gamme de bactéries,
levures et champignons. Parmi les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes appartiennent aux Apiaceae (Origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle)
sont d’autant des plantes aromatiques a huiles essentielles riches en composés phénoliques
comme I’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un
large spectre de bactéries : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Clostridium spp. et Helicobacterpylori. (PAULI A., 2001).

BOUAMER et al., (2004) ont démontré que les huiles essentielles des citrus sont
efficaces contre les bactéries pathogénes, les spores bactériennes, mais également sur certaines
bactéries responsables de toxi-infections alimentaires telles que : Mycobacterium jejuni,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium et
Acrobacter butzleri.

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été mis en
évidence par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (OURAINI et al., 2005)
et contre les dermaphytes et les champignons pathogénes et opportunistes tels que Candida
albicans (levure), Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus (TEIXEIRA et al.,
2005).

Les travaux de BOUTAGHANE et al. (2004) ont montré que I’huile essentielle de
Deverra scoparia présente une activité antibactérienne vis-a-vis des souches pathogenes de

référence.
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» Propriétés antioxydantes
Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu‘elles sont présentes a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, retardent ou stoppent le processus d‘oxydation

et ainsi régulent I'équilibre redox cellulaire.

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart
des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxy phénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (02¢) (ARUOMA, 1995).

Les travaux de HAMMOUDI et al. (2015) ont prouvé que 1’huile essentielle de Deverra

scoparia Coss. & Dur. a un pouvoir antioxydant.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériels utilisés

2.1.1. Matériel végetal
Le matériel végeétal étudié dans ce travail est constitué de la partie aérienne de la plante
Deverra scoparia Coss. & Dur. (Figure 2.1).

La plante a été récoltee de la région de Tamanrasset le mois de mars 2019

(Figure Annexe 1).

L’identification botanique de la plante a été faite par les botanistes de I’Institut
National de Recherche Forestiére - INRF- Station de recherche pour la protection des zones

arides, Tamanrasset (Algérie).

La plante a été récupérée dans un sac en tissu épais propre, I’échantillon a été séché
pendant une semaine dans un endroit sec, a température ambiante pour éviter le développement
des micro-organismes et a 1’abri de la lumiére afin de garder 1’aspect biochimique des

molécules.

Apreés la détermination du taux d’humidité, les tiges de la plante ont été découpées, a
I’aide d’un ciseau, en petits morceaux et conservées soigneusement dans des bocaux bruns et

hermétiquement fermés. Les échantillons sont placés dans un endroit sec jusqu’a analyses.

Figure 2.1 : Vue générale d’une touffe de Deverra scoparia Coss. & Dur. (Source personnel).
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2.1.2. Micro- organismes
L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle étudiée a été effectuée au niveau de la
filiale ANTIBIOTICAL de I’entreprise de fabrication des produits pharmaceutiques du groupe
SAIDAL a Médéa, sur huit microorganismes réferenciés par la norme internationale de la
pharmacopée européenne (PHARMACOPEE EUROPEENNE, 2005).

Tableau 2.1 : Souches microbiennes testées.

Type des souches Espéces Références de type
Esherichia coli ATCC8739
Bactérie a Gram négative Pseudomonas aeruginosa ATCC9027
Salmonella typhimurum ATCC14028
Staphylococcus aureus ATCC6538
Bactérie a Gram positif Staphylococcus epidermidis ATCC12228
Bacillus subtilis ATCC6633
Levure Candida albicans ATCC10231
Champignon Saccharomyces cervisiae ATCC9763

2.2. La région étudie

2.2.1. Localisation géographique

Tamanrasset, une vaste terre aride, au milieu du Sahara algérien, elle est la capitale du
Hoggar, elle reste la destination préférée du tourisme européen et surtout allemand. Sa
superficie est de 619360 kmz. La ville de Tamanrasset est un axe incontournable des nomades
et des touaregs qui arpentent les dunes, les regs du Sahara, du Mali au Niger passant par le
Tchad et la Libye (ANDI, 2013).

Concernant son relief, au nord, elle est couverte de sable et son climat est rude, alors
qu’au sud elle est caractérisée par un massif montagneux. Sa pluviométrie est de 32 mm/an en
moyenne. On y rencontre les températures les plus élevees du monde (In Salah et In Guezzam),

comme le pic le plus élevé d'Algérie, le Tahat a 3003 m. Promue au rang de wilaya en 1974, la
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wilaya de Tamanrasset compte actuellement 10 communes et 07 Dairas. Ces communes sont
réparties comme suit :

e 03 communes situées au niveau de la zone du TIDIKELT.

e 05 communes situées au niveau de la zone de I’ AHAGAR.

e 02 communes situées sur la bande frontaliere (GURIB-FAKIM, 2006).

Ghardaia Ouargla

Adrar

Mali

Niger

Figure 2.2 : Localisation géographique de la zone d’étude région de Tamanrasset
(ANDI, 2013).

2.3. Méthodes d’étude

2.3.1. Taux d’humidité

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation (LAZOUNI et al.,
2007). 11 est déterminé selon la méthode d’AOAC (2000) et DJABALI & BARKAT (2012).

Pour cela, 5 g de tiges séchées est pesée dans des capsules puis placée a 1’étuve a
105 £ 5°C pendant 24 heures. A la sortie de 1’étuve, les capsules sont refroidies dans un

dessiccateur et pes€es chaque 3 heures. L’opération est répétée plusieurs fois jusqu’a
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I’obtention d’un poids constant. La différence de poids observée représente le taux d’humidité.

Il est calculé par la formule suivante :

G

o x 100

H : Taux d’humidité en %.
Pi : Masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

P : Masse de I’échantillon aprés séchage en étuve (g).

2.3.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

L’extraction de [I’huile essenticlle a été effectuée au niveau du laboratoire

d’amélioration des plantes, Université Blida 1, Faculté de science de la nature et de la vie.

L’hydrodistillation a été réalisée par un appareil type Clevenger (Figure 2.4)
(CLEVENGER, 1928) selon la méthode d’extraction de la pharmacopée européenne
(PHARMACOPEE EUROPEENNE, 2008).

Une quantité de 100 g du matériel végétal est introduite dans un ballon de 1L rempli d’eau
distillée environ 500ml. Le mélange est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs, entrainant avec
elle ’huile essentielle, se condensent en traversant le réfrigérant puis elles sont récupérées dans
une ampoule & décanter qui permet la séparation de I’huile essentielle par sa défirent densité.
Apres 3 heures d’extraction, I’huile essentielle a été recueillie et traitée par un déshydratant

MgSOs4 (sulfate de magnésium anhydre) pour éliminer les traces d’eau.

L’huile essentielle obtenue est mesurée et conservée a 4°C dans des flacons en verre

teintés emballés avec du papier aluminium pour éviter sa dégradation.
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Figure 2.3 : Montage de I’hydrodistillation type Clevenger.

2.3.3. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le
poids des parties de la plante utilisées (CAREE, 1953. Cité par MOHAMMEDI, 2006). Le
rendement d’extraction de 1’huile essentielle est déterminé par mesure de la quantité obtenue

de I’huile essentielle durant I’hydrodistillation par unité¢ de masse de matiére traitée.

Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :

RHE% = P1/ P2 X 100

RHEs%0 : rendement de 1’huile essentielle en pourcentage ;

P1: poids de I’huile essentielle en g ;

P2 : poids des parties utilisées de la plante en g.
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2.3.4. Caractéristiques physico-chimiques

Selon les pharmacopées européenne et francaise et la norme ISO, le contréle physico-
chimique des huiles essentielles est nécessaire pour évaluer leur qualité a savoir : L’indice de

réfraction, 1’indice d’acide, la densité et le pouvoir rotatoire.

2.3.4.1. Mesure de P’indice de réfraction
% Principe : L’indice de réfraction d’un milieu est le rapport de la vitesse de la
lumiere dans le vide et de la vitesse de la lumiére dans ce milieu. Il détermine les propriétés

optiques d’une substance et se mesure a 1’aide d’un réfractometre (MCQUARRIE & ROCK,
2003 ; SMITH et al., 2004).

¢ Mode opératoire
Selon la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005)

Etalonner le réfractomeétre avec de 1’eau distillée.

Mettre quelques gouttes d’huile essentielle dans 1’appareil.

Régler le réfractomeétre jusqu’a ce qu’il se stabilise.

L’appareil donne des lectures exactes au minimum a la troisiéme décimale pres.

2.3.4.2. Mesure de ’indice d’acide
% Principe : L’indice d’acide (Ia) est la masse en mg d’hydroxyde de potassium
(KOH) nécessaire pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de substance
(FRENOT &VIERLING, 2001).

¢ Mode opératoire
Selon la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005)
e Mettre un gramme d’huile essentielle dans un bécher, ajouter 5 ml d’un mélange
a volume égal d’éthanol et d’éther avec quelques gotites de phénolphtaléine.
e Neutraliser par ’hydroxyde de potassium 0.1 M contenu dans la burette.
e La neutralisation est terminée lorsque la couleur rose persiste pendant 15
secondes au moins.

e [’indice d’acide est calculé selon la formule suivante :

IA=5,61.n/m
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Ia: Indice d’acide.
n :volume de KOH 0.1M consommeé au cour de titrage.

m : masse en gramme de 1’huile essentielle.

2.3.4.3. Mesure de la densité relative
Selon la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005)
% Principe : La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un
certain volume de cette substance a 20°C et la masse d’un volume égal d’eau a la méme

température.

¢ Mode opératoire
e Remplir le pycnométre avec de 1’eau distillée, puis mesurer la masse a 1’aide
d’une balance hydrostatique.
e Faire la pesée du méme volume d’huile essentielle.

e La densité relative est calculée selon la formule suivante :

due = M1/ M2

dre : densité de I’huile essentielle.
M1 :la masse en gramme d’un volume d’huile essentielle.

M2 :la masse en gramme du méme volume d’eau distillée.

2.3.4.4. Mesure du pouvoir rotatoire

¢ Principe : Lorsqu’une solution aqueuse est traversée par un faisceau de lumiére
polarisé, le plan de polarisation de la lumiere est tourné d’un certain angle. La valeur de cet
angle, ajustée a la concentration de la solution et a I’épaisseur de la couche liquide traversée,
définit le pouvoir rotatoire spécifique ou ’activité optique de la substance, qui est positive
lorsque le plan de polarisation de la lumiére est tourné vers la droite (dextrogyre), et négative

(Iévogyre) dans le cas contraire (DE DUVE, 2005).

¢ Mode opératoire
Selon la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2005)
e Déterminer le zéro du polarimetre avec le tube fermé vide.
e Remplir le tube avec I’huile essentielle.

e Calculer le pouvoir rotatoire selon la formule suivante :
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[alo®®=a /2.p20

[a]p?® : pouvoir rotatoire de I’huile essentielle
a : angle de rotation en degrés lu a 20 + 0,5°C.
€ : longueur en décimetre du tube polarimétrique.

p20 : la densité relative de I’huile essentielle.

2.3.5. Identification de ’huile essentielle par CPG/MS

La détermination de la composition chimique de I’huile essentielle a été effectuée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) au niveau
de la police scientifiqgue Ben Aknoun.

e Conditions opératoires

La chromatographie phase gazeuse est un appareil de type Perkin Elmer GCMS
modele Clarus 500, équipé d’une colonne capillaire PE, Elite série 5% phenyl dimethyl
polysiloxanne, de longueur : 30 m et de diamétre interne de 0,25 mm ; I’épaisseur du film de la
phase stationnaire : 0,25 um. couplé a un spectrométre de masse (MS) avec un détecteur Scan

a impact d’électron. Les conditions analytiques sont les suivantes :

Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est I’hélium réglé a un débit de
1 ml/mn. Programmation de la température : La température de I’injecteur est de 250°C, et
I’injection se fait en mode Split avec un volume de 1 pl des huiles essentielles diluées dans du
méthanol (1% v/v). La température initiale de la colonne est maintenue a 80°C en isotherme
pendant 3 mn, puis la température augmente graduellement a raison de 4°C/mn jusqu’a 150°C

pendant 3 mn. Pour le spectrométre de masse la température de détection est de 250°C.

La fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de 70 ev, en
mode : Balayage 80-600 pma. Analyseur : quadripole. L’appareil est relié a un systéme

informatique gérant une bibliothéque de spectre de masse. Le temps d’analyse est de 60 mn.

La combinaison de ces deux techniques d’analyse CPG/MS permet de séparer les
composants de 1’échantillon et d’identifier chaque composant en comparant leurs temps de
rétentions relatifs et leurs spectres de masse avec les bases de données standards NIST (1998)
et ADAMS (2007).
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2.3.6. Effet antimicrobien
2.3.6.1. Méthode de diffusion sur gélose

+¢* Principe de ’aromatogramme
Le principe de la méthode repose sur la diffusion du compose antibactérienne en
milieu solide dans une boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apres un
certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit
antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition et en fonction du

diamétre d’inhibition (Figure 2.5) (HELLAL, 2011).

Disque de papier . -
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle P N Nl
‘ / 4 ®) e C.:)

Incubation a 37°C

Inoculum / - o
e /" |pendant 24 heures N g
bactérien \T/ \\_//

Boite de Pétri

Diameétre

avec gélose d'inhibition
nutritive

Figure 2.4 : Aromatogramme (THARIB et al., 1983).
% Mode opératoire
1/- Les milieux de culture utilisés

v Soja agar: milieu sélectif pour Bacillus subtilis, Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurum, Staphylococcus epidermidis

v Cétrimide agar base (CAB) : milieu sélectif pour Pseudomonas aeruginosa.

v Milieu sabouraud : pour Candida albicans et Saccharomyces cervisiae.
2/- Préparation de I’inoculum

A partir d’une jeune culture de 18 heures pour les souches bactériennes et de

48 heures pour les souches fongiques :

v Prélever une colonie bien isolée et identique a I’aide d’une anse de platine.

v Déposer le contenu dans 5 ml d’eau physiologique stérile pour la réalisation

d’une suspension trouble.
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v Homogénéiser au vortex.

3/- Réalisation de I’aromatogramme

La méthode utilisée dans cette étude pour évaluer ’effet antimicrobien des huiles
essentielles, est celle décrite par IMELOUANE et al. (2010). Les boites de Pétri contenant le
milieu de culture gélosé sont ensemencées en strie avec 100 pl de I’inoculum. A la surface de
chaque boite, un disque de papier filtre (Wattman n°4) stérile de 9 mm de diametre imbibé avec
20 ul de I’huile essentielle pure, est déposé. Les boites sont laissées une heure a température
ambiante pour permettre la diffusion de 1’huile essentielle, puis elles sont incubées a 37 + 2°C
pendant 24 heures pour les bactéries, 48 h pour la levure et 5 jours pour les champignons a 28
+ 2°C. Aprés incubation, le diametre d’inhibition est mesuré en millimétres, disque inclus, a

I’aide d’un pied a coulisse.

2.3.6.2. Concentration Minimale inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance microbienne ou 1’apparition

d’une zone d’inhibition (DAROUI-MOKADDEM, 2012).
% Mode opératoire

Une solution mere de chaque substance a tester, a été diluée au 1/20 (0,5ml
d’huile essentielle a été diluée dans 20 ml de DMSO), puis une série de dilution a été réalisée
en DMSO, a partir de la solution mére. La gamme de concentration finale ainsi obtenue
correspond a : 0,03/ 0,5/ 1/ 1,5/ 2/ 2,5%. Des disques stériles de 9mm de diamétre ont été
imprégnés de 20ul des différentes dilutions de I’huile essentielle, ainsi un disque imbibé de
20 pl de diméthylsulfoxide (DMSO) est utilisé comme un témoin négatif. Les disques ont été
déposés a la surface des milieux ensemencés avec les différentes souches microbiennes.
L’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour la
levure et 25°C pendant 3 a 4 jours pour le champignon (SIDALI et al., 2014).

% Préparation du milieu
e Apreés la sterilisation des flacons contenant 100ml de milieu de culture, laisser refroidir
de 40 a 45°C.
e Versez 1ml de la suspension microbienne préparée dans les flacons, bien agiter au

vortex et couler dans des boites Pétri environs 10 ml dans chaque boite, laisser solidifiée.
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e A l’aide d’une pince stérile, prélever un disque de papier Wattman stérile (9mm de
diametre) et imbiber avec les différentes concentrations de 1’huile essentielle testée et
déposer sur les boites de pétri.

e Laisser incuber.

2.3.7. Effet antioxydant

L’effet antioxydant a ¢été réalis€é au niveau du laboratoire de recherche en

biotechnologie des productions végetales, Université Blida 1.

La méthode de pi¢geage du radical DPPH a été utilisée afin d’évaluer I’effet antioxydant

de I’huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur.

Le radical DPPH- est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la

simplicité de I’analyse (BOZIN et al., 2008).

Cette méthode est basée sur la réduction du radical DPPH qui possede un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical
ne forment pas des diméres et le DPPH reste dans sa forme monomeére relativement stable a
température ordinaire (POPOVICI et al., 2009). Cette délocalisation donne également lieu &
la couleur violette foncée caractérisée par une absorbance dans une solution d'éthanol centrée a
environ 517 nm (SZABO et al., 2007 ; WANG & NING, 2007).

Quand une solution de DPPH (DPPHe) est mélangée avec une substance antioxydante
qui peut céder un atome d'hydrogene, cela donne lieu a la forme réduite DPPH-H (DPPH) avec

perte de cette couleur violette en une adoption d’une couleur jaune pale (SZABO et al., 2007).

Le virage vers cette coloration et l'intensité de cette coloration dépend de la nature, la
concentration et la puissance de la substance anti-radicalaire (ROLLAND, 2004).
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Figure 2.5 : La forme réduite DPPH et la forme radical DPPHe (MOLYNEUX, 2004).

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les

résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence 1’acide ascorbique

(Vitamine C) (POPOVICI etal., 2009 ; MOLYNEUX, 2004).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de I’effet antioxydant des huiles essentielles de
Deverra scoparia Coss. & Dur. est celle proposée par SHARMA et al. (2013) avec quelques

modifications.

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de 1’éthanol
absolu (EtOH). Les échantillons des huiles essentielles ont été préparés par dissolution dans
I’éthanol (EtOH) a raison de 80 mg/ml. Cette solution mere a subi ensuite des dilutions pour
arriver a la concentration allant de 0,04 a 32 mg/ml. Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de
la solution précédente de DPPH (0,04%) avec 1 ml de I’huile a tester a différentes
concentrations. L’antioxydant de référence ou le contrdle positif (Vit C) a été aussi préparé
selon la méme méthode a raison de 0,2 mg/ml. Le contrdle négatif est constitué de 1 ml de la
solution DPPH et 1 ml de I’éthanol absolu (EtOH). Apres une période d’incubation de 30
minutes, a une température du laboratoire (22 + 2°C) et a I’abri de la lumiére et de I’O2
atmosphérique, la mesure de I’absorbance a été effectuée a 517 nm
(SHARMA & BHAT, 2009).
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Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant

la formule proposée par MARINOVA & BATCHVAROV (2011) :

1% = 100 x 4 blanc — A échantillon/A b
anc

196 : Activité antioxydante.
Ablanc : Absorbance du contrdle négatif.

Acchantillon : Absorbance du composé a tester.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
de I’huile essentielle permet de déterminer I’ECso exprimée en mg de substrat/ml de DPPH.
C’est la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH?e initial
de 50% (POPOVICI et al., 2009 ; BARKAT & LAIB, 2012). 1l peut étre defini aussi comme
étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH (ASGHAR
& MASOOD, 2008 ; AMIT et al.,2010).

L’activité antioxydante de I’huile essentielle est déduite graphiquement par la régression
linéaire (SHARIFIFAR et al., 2007 ; BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2013). Cette

valeur est comparée a celle trouvée par I’antioxydant standard Vit C.
2.3.8. Analyses statistiques

Pour chaque test effectué, trois répétitions ont été faites. Les résultats des tests sont
exprimés en moyenne + SD (I’écart type) en utilisant le logiciel Excel 2013. La détermination
de I’ECsp de I’activité antioxydante du standard et I’huile essentielle a été effectuée par le

logiciel (Origin 8) (annexe 3).
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Taux d’humidité

La détermination du taux d’humidité des tiges séchées a I’ombre, pendant une semaine,
de Deverra scoparia Coss. & Dur. a révelé un taux égal a 10 = 0,1% (Tableau 3.1). Ce qui
signifie que 90 + 0,1% représente le taux de matiére seche de notre échantillon ayant servi

réellement a I’extraction de 1’huile essentielle (Figure 3.1).

Tableau 3.1 : Taux d’humidité des tiges séchées.

Espéces Deverra scoparia
Poids de la matiere végétale avant séchage Pi (g). 5,01 £ 00
Poids de la matiere végétale aprés 3h de séchage P (g). 45+0,1
Le taux d’humidité de la maticre végétale seche H (%). 10+0,1

Selon la norme 1SO (1988), le résultat obtenu de 1’échantillon séché est nettement
inférieur a 12%, cela montre que notre matiére végétale a été séchée et conservée dans de
bonnes conditions, ce qui rend par conséquent, les résultats de nos analyses phytochimiques

fiables.

A titre de comparaison, MERAD & TERK (2009) ont constaté que L’analyse des trois
échantillons de Foeniculum vulgare a révélé un taux d’humidité important égal a
11,81% + 0,47%. De méme, BENLARABI & HACHEMI (2013) ont rapporté un taux

d’humidité des tiges séchées Pituranthos tortuosus égal a 11,4 %.

En effet, la diminution de poids observé apres séchage est exprimée par la diminution
de I'numidité (MULLER & HEINDL, 2006).

TAMBUNAN et al. (2001), KHORSHIDI et al. (2009) et SINGH (2009) ont prouvé
que le sechage réduit I'numidité a un niveau qui empéche la détérioration des huiles

essentielles, permettant ainsi un stockage dans un état stable pour une utilisation ultérieure.
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Or, une plante si elle n’est pas séchée dans de bonnes conditions risque de se dégrader et

perdre la totalité de ses huiles essentielles (AGHFIR, 2007).

De nombreux auteurs ont montré qu’un bon séchage des plantes aromatiques est
fondamental pour I’extraction des huiles essentielles en raison de son influence significative
sur le rendement et la composition des huiles essentielles (KHORSHIDI et al., 2009 ;
ASEKUN et al., 2007 ; FIGIEL et al., 2010).

10%

Matiére séche Eau

Figure 3.1 : Taux d’humidité des tiges séchés de Deverra scoparia Coss. & Dur.

D’aprés les travaux de DABIRE et al. (2011), le temps de séchage influence
énormément sur le rendement en huile essentielle. Le maximum est atteint apres 7 jours de
séchage naturel a I’ombre. Au-deld du 14°™ jour le rendement en huile essentielle est trés
faible et devient insignifiant. A cet effet, le séchage a I'ombre est la méthode préférée pour le
séchage de matériel végétal (BIRDI et al., 2006).

Toutefois, 1’augmentation de la teneur en huiles essentielles avec le séchage
s'expliquerait par une activité physiologique (réactions enzymatiques) importante. La
biosynthése des huiles essentielles continue et s'accélere apres la récolte du matériel végétal
en réponse au stress hydrique (BOURKHISS et al., 2009).

3.2. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur. exprimé en

ml par rapport a 100 g de matiére végétale seche, est représenté par la Figure 3.2.
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Figure 3.2 : Rendement en huile essentielle.

L’extraction de I’huile essentielle de la partie aérienne de Deverra scoparia Coss. &

Dur. a donné un rendement égal a 0,8 + 0,17%. Cette valeur est supérieure a celle trouvée

par HAMMOUDI et al., (2015) qui correspond a 0,55%.

De méme, LOGRADA et al., (2013) ont observé des rendements différents des huiles

essentielles de Pituranthos scoparius d'Algérie, issues des régions de Boussaida (0,85%),
T'Kout (0,47%), Mechouneche (1,04%) et Elkantra (2,29%).

D’aprés ABDALLAH & EZZAT (2011), les extractions des huiles essentielles des
parties aériennes de Pituranthos tortuosus Benth. de I’Egypte, par différentes méthodes ont
donné un rendement de : 0,8%, 0,6% et 1,5%. Selon AI-GABY & ALLAM, (2000), le
rendement d'huile essentielle de Pituranthos tortueux de I'Egypte a été estimé a 0,56%.

En effet, les rendements étaient de 0,15%, 0,32% et 0,42% respectivement pour la

plante Pituranthos chlorantus récoltée en avril, aolt et novembre (NEFFATI et al., 2009).

On a remarqué que quelque gouttelette flottait sur la phase aqueuse, au méme temps
qu’une mince phase huileuse en bas de la phase aqueuse. Ceci peut s'expliquer par le fait que

cette huile contient certains composés plus denses que I'eau et d'autres moins denses.
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Des études avaient montré, d'une part, l'influence de la technique d'extraction et, d'autre
part, l'influence du cycle végétatif sur le rendement et la qualité de I'huile essentielle. Le
temps de séchage de la plante influe également sur le rendement en huile essentielle
(DEMARNE, 1985 ; BOUKHATEM et al., 2010 ; MICHEL, 2011 ; ABDALLAH
&EZZAT, 2011).

Selon BOUKHATEM & al., (2010) et ABDALLAH & EZZAT (2011), la variabilité
des rendements en huiles essentielles est attribuée aux conditions pédoclimatiques et
édaphiques de la zone de croissance, le stade phénologique de la plante, la méthode

d’extraction utilisée et la durée de séchage.

3.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Deverra scoparia Coss. &

Dur. sont mentionnées dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur.

Caractéristiques Huile essentielle analysée HAMMOUDI et al.
Aspect Liquide fluide. Liquide fluide
Couleur Jaune foncé. Jaune claire.

Agréable caractéristique de la plante,

Odeur Caractéristique, forte, agréable. .
aromatique

Les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Deverra soparia Coss. &
Dur. obtenue sont en accord avec ceux donnés par les travaux de HAMMOUDI et al. (2015).
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Figure 3.3 : Huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur.
3.4. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques telles que le pouvoir rotatoire, I'indice de réfraction,
Iindice d'acide constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de I'huile

essentielle.

Les caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle étudiée sont présentes dans
le tableau 3.3.

Tableau 3.3 : Propriétés physico-chimiques d’huile essentielle étudiée.

. ) o ) o HAMMOUDI et al.
Parameétre physico-chimiques Huile essentielle étudiée
(2015)
Densite relative 0,9096 0,9670
Indice de réfraction (20 °C) 1,5170 1,5170
[a0]A 25 (pouvoir rotatoire) +128 +128
Indice d'acide 2,4041 2,5100

D’aprées le tableau 3.3, les propriétés physico-chimiques de 1’huile essentielle étudi¢e

sont en accord avec ceux trouvées par HAMMOUDI et al. (2015).
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Selon BOUKHATEM et al., (2010), I'indice de réfraction vari essentiellement avec la
teneur en monoterpenes et en dérives oxygenés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un

indice élevé.

Le faible indice de réfraction de I’huile essentielle indique sa réfraction de la lumiére, ce
qui pourrait favoriser leur utilisation dans les produits cosmétiques (BOUKHATEM et al.,
2010 ; KANKO et al., 2004).

La valeur du pouvoir rotatoire de ’huile essentielle étudiée est de +128 °. Cette valeur
montre leur richesse en composants qui dévient la lumiere polarisée (HAMMOUDI et
al.,2015).

L'indice d'acide de I’huile essentielle analysée a montré un taux supérieur a l'unité 1.
Cet indice prouve que I’huile essentielle est peu stable. Cela peut trouver une explication dans
la dégradation de I'nhuile essentielle (hydrolyse des esters) durant sa conservation (HILAN et
al., 2006 ; BOUKHATEM et al., 2010).

3.5. Identification de I’huile essentielle par CPG/MS

Les résultats de I’analyse par CPG/MS de la composition chimique de 1’huile essentielle
de Deverra scoparia Coss. & Dur. ont été identifiés par comparaison de leur spectres de
masse et leur temps de rétention avec ceux de la base de données élaborée a partir de
substances authentiques par le laboratoire de recherche de la police scientifique a Ben-

Aknoun ou les analyses ont été réalisées.

L’identification des principaux composants de 1’huile essentielle de Deverra scoparia

Coss. & Dur. est mentionnée dans le tableau 3.4.

36



RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 3.4 : Identification des

principaux composants chimiques de I’huile essentielle

testée.
Numeros de
Structures IK TR Composant Pourcentage%o
1 938 10,72 a-pinéne 19,50
2 942 10,97 Camphene 0,86
3 989 12,17 B-pinéne 4,26
4 1008 | 14,69 I-phellandréne 3,78
5 1018 | 15,12 o-terpinéne 0,24
6 1025 15,84 0-Cymene 1,18
7 1033 16,38 dl-Limonéne 4,01
8 1058 | 17,15 Y-Terpinéne 2,12
9 1089 19,23 o-terpinolene 0,32
10 1162 20,12 Borneol 0,20
11 1290 20,92 L-a-bornyl acétate 28,12
12 1353 22,45 carvacrol 0,17
13 1419 | 37,78 Trans-Caryophylléne 3,75
14 1457 | 39,56 o-Humuléne 0,24
15 1486 | 41,38 Eremopheléne 5,15
16 1518 42,85 Y-Cadinene 6,12
17 1529 | 46,14 L-calamenéne 1,05
18 1530 | 50,02 o-Muuroléne 0,48
19 1586 | 52,89 (-)-Caryophylléne oxyde 0,11
20 1648 55,78 Spathulenol 0,41
21 1658 57,12 B-Eudesmol 4,25
22 1686 58,36 a-Bisabolol 0,32
Total % 86,64%
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L’analyse chimique a fait ressortir 22 composés pour I’huile essentielle étudiée
(Tableau 3.4), ce qui correspond & un pourcentage de 86,64% par rapport a I'ensemble des
constituants isolés. Les composants prédominants de 1’huile essentielle étudiée sont : 1’a-
bornyl acétate (28,12%), ’a-pinene (19,50%) le y-cadineéne (6,12%) et I’eremophiléne
(5,15%).

Ces résultats sont en accord avec ceux de HAMMOUDI et al. (2015) qui ont trouve
que I’huile essentielle de Deverra scoparia de Tamanrasset son composé dominant est I’a-
bornyl acétate (31,99%).

D’aprés KIRAM et al. (2013), le constituant majoritaire de I’huile essentielle de
Pituranthos scoparius de la population de Méchoneche et d’El-kantra de Biskra est le

sabinene avec un pourcentage de : 24,81% et 18,91 % respectivement.

Selon ATTIA et al. (2011), I’huile essentielle de Pituranthos scoparius de la Tunisie

était riche en a-pinéne (31,95%).

Par contre, BRAHIMI et al. (2018) ont trouvé pour I’huile essenticlle extraite de
Deverra reboudii de Ghardaia le composé majoritaire était le B-pinene 37,64%.

La composition chimique des huiles essentielles varient selon des facteurs abiotiques
comme |’environnement, I’origine géographique, le lieu et la période de récolte, le séchage,
lieu de séchage, la température et la durée de séchage, ainsi les facteurs biotiques comme la
partie de la plante étudiée et ’age de la plante (ATIK-BEKKARA et al., 2007 ; ADAMS et
al., 2006 ; MERGHACHE et al., 2009).

3.6. Effet antimicrobien

L’étude de l'effet antimicrobien in vitro de I’huile essentielle de Deverra scoparia Coss.
& Dur. sur les micro-organismes testés a été évaluée par la méthode de 1’aromatogramme et la
CML. La sensibilité des souches se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des

disques.
3.6.1. L’aromatogramme

Les résultats de I’effet antimicrobien de I’huile essentielle testée sont regroupés dans la
Figure 3.4 et le tableau 3.5.
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Saccharomyces
cervisiae (25mm)

i

Bacillus subtilis
(22mm)

B e

N
Pseudomonas
aeruginosa (-)

Figure 3.4 : Résultats de I’effet antimicrobien de I’huile essentielle étudiée.

Salmonella
typhimurum (14mm) Staphylococcus

aureus (11mm)

(-)

Tableau 3.5 : Zone d’inhibition du développement des souches microbiennes testées.

Microorganismes zones d'inhibitions (mm)
Candida albicans 31+2,64
Saccharomyces cervisiae 25+ 3,60
Staphylococcus epidermidis 22+1
Bacillus subtilis 22+2
Salmonella typhimurum 14+ 1,73
Staphylococcus aureus 11+1
Pseudomonas aeruginosa ND
Escherichia coli ND

ND : n'est pas détectée

39




RESULTATS ET DISCUSSION

Le diameétre des zones d’inhibitions nous permet d’estimer la résistance ou la sensibilité
des différentes souches testées aux huiles essentielles en adoptant la méthode de MOREIRA
et al. (2005) et DJEDDI et al. (2007) :

- Souche extrémement sensible : Diametre plus de 20 mm.
- Souche tres sensible : Diametre compris entre 15 et 19 mm.
- Souche sensible : Diamétre compris entre 10 et 14 mm.

- Souche non sensible : Diamétre moins de 9 mm.

L’examen des résultats révéle que 1’échantillon étudié a montré un effet antimicrobien
contre la plupart des souches testées a 1’exception de Pseudomonas aeroginosa et Escherichia

coli qui se sont montrées résistantes.

Nous remarquons que les souches bactériennes Gram (+) paraissent plus sensibles a

I’huile essentielle testée par rapport aux bactéries Gram (-).

Selon MOREIRA et al. (2005) et DJEDDI et al. (2007), les souches: Candida
albicans, Saccharomyces cervisiae, Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis sont
considérées comme des souches extrémement sensibles. Par contre, les souches : Salmonella

typhimurum et Staphylococcus aureus sont des souches sensibles a I’huile essentielle testés.

L'huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur. a montré une activité inhibitrice
plus ou moins importante sur les souches testées. Les résultats obtenus indiquent que Candida
albicans et Saccharomyces cervisiae ont été les souches les plus sensibles a I’huile essentielle
testée avec une zone d'inhibition de 31 £ 2,64mm et 25 + 3,60mm respectivement, suivie par
Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis avec le méme diamétre 22 + 2mm. Une zone
d'inhibition de diametre de 14 + 1,73mm a été observée pour la souche Salmonella
typhimurum. Une faible zone d'inhibition a été observée pour Staphylococcus aureus 11 +

Imm.

Nos résultats sur 1’effet antimicrobien de 1’huile essentielle du Deverra scoparia Coss.
& Dur. concordent avec ceux obtenus par BOUTAGHANE et al. (2004). qui ont observés
que Candida albicans et Saccharomyces cervisiae ont été les souches les plus sensibles a
I’huile essentielle testée avec une zone d'inhibition de 30mm et 26mm respectivement, suivie

par Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis avec la méme zones d'inhibition de 22mm.
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Une faible zone d'inhibition de diametre de 15mm et 11mm a été observée pour la souche

Salmonella typhimurum et Staphylococcus aureus respectivement.

Ces résultats sont similaires a ceux trouvés par VERITE et al., (2004) et
ABDELWAHED et al., (2006).

D’apres (KIRAM et al., 2013) ’activité antimicrobienne des huiles essentielles brutes
de Pituranthos scoparius de la population d’El-kantra est moyenne sur Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et avec une zone d’inhibition comprise entre 14-16mm et faible pour Echerichia
coli, Enterococcus faecalis, Salmonella paratyphimerium, Candida albicans, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 a I’exception de I’espéce Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 qui a
manifesté une grande résistance. Cependant, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
brutes de Pituranthos scoparius de la population de Méchoneche, est moyenne sur
Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Shigellasp avec une zone d’inhibition comprise entre
14-16 mm, et faible sur le reste des germes microbiens a I’exception de I’espece

Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 qui a manifesté une grande résistance.

Par contre, Benmkhabi et al. (2004) ont signalé la forte activité antibactérienne de
I’huile essentielle du Deverra scoparia Coss. & Dur. issue du la région de Ghardia vis-a-vis
Pseudomonas aéroginosa ATTCC 2785, Salmonella tiphymurium et Escherichia coli ATTCC

25922 avec des zones d’inhibition de : 32mm, 30mm et 28mm respectivement.

Certaines études montrent que les bactéries Gram (-) sont plus résistantes aux huiles
essentielles que les bactéries Gram (+) (LOPEZ, 2005).

Les bactéries Gram (+) protégent leur membrane avec une paroi épaisse, le composant
majeur de la paroi est un polymere complexe de sucres et d’acides aminés, appelé le
peptidoglycane. C’est un composant essentiel qui donne a la bactérie sa forme et sa rigidité

que ce soit chez les bactéries Gram (+) ou chez la bactérie Gram (-) (ESCOTT, 2006).

La grande sensibilité des bactéries a Gram (+) a 1’action des huiles essentielles, par
rapport aux bactéries a Gram (-) peut étre expliqué par les différences structurales de leurs
membranes externes (DIANA, 2008). En effet, la pénétration des composés actifs presents
dans les huiles essentielles est donc différente (KHEYER et al., 2014).
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3.6.2. La Concentration minimale inhibitrice

Les résultats de la CMI de I’huile essentielle du Deverra scoparia sont représentés dans

la figure 3.5 et le tableau 3.6 :

Candida albicans

P4

NS 4 == —
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus

Figure 3.5 : Résultats de la concentration minimale inhibitrice de 1’huile essentielle testée.
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Tableau 3.6 : Concentration minimale inhibitrice de ’huile essentielle étudiée.

Zones d’inhibition des souches bacteriennes
(mm) dans les dilutions de I’huile essentielle
de Deverra scoparia

Concentrations TN HE 2,5 2 15 1 0,5 | 0,03
Salmonella typhimurum - + + + + - - -
Staphylococcus aureus - + + + - - - -
Staphylococcus epidermidis - + - - - - - -
Bacillus subtilis - + + - - - - -
Candida albicans - + + + + + - -
Saccharomyces cervisiae - + - - - - - -

Les résultats rapportés dans le tableau 3.6 montrent que I’huile essentielle testée

possede un important effet antimicrobien vis-a-vis des micro-organismes testés.

La plus faible concentration inhibant la croissance des souches testées correspond a :
1%, 1,5%, 2% et 2,5% pour Candida albicans, Salmonella typhimurum, Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis respectivement. Par contre, la concentration qui inhibe le

développement de : Staphylococcus epidermidis et Saccharomyces cervisiae était a 100%.

Selon BRAHILI et al. (2018), la concentration minimale inhibitrice de I’huile
essentielle de Deverra reboudii pour les souches : Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et

Staphylococcus aureus correspond a 12,5 %.

D’apres BOUTAGHANE et al. (2004), les CMI des huiles essentielles des tiges varient
entre 1 et 256 mg/ml vis-a-vis des différentes souches.

OKOH et al. (2010) et HOSNI et al. (2013) ont constaté que la méthode utilisée pour

I’évaluation de ’activité antimicrobienne influe aussi sur les résultats obtenus.
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Du fait de la variabilité¢ quantitative et qualitative des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un

mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (SANTOYO et al.,
2005).

3.7. Effet antioxydant

L’effet antioxydant exprime la capacité¢ de réduction des radicaux libres. Le DPPH
présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale (Figure 3.6), le virage vers cette coloration et
I’intensité de la coloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la

concentration et la puissance de la substance antiradicalaire (ROLLAND., 2004).

Figure 3.6 : Virage de la couleur en présence de DPPH.

e Pourcentage d’inhibition

Les valeurs obtenues ont permis de tracer une courbe ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH- en

sa forme non radicalaire.

La détermination de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations utilisées

(Figures 3.7 et 3.8) ainsi la valeur d’ECsg de 1’échantillon est obtenue a partir de cette courbe.
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Figure 3.7 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par la Vit C.
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Figure 3.8 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’huile essentielle testée.

D’apres les résultats obtenus, 1’évolution de [1’activité antiradicalaire est
dose-dépendante, car elle augmente avec 1’augmentation des concentrations de 1’huile

essentielle dans le milieu réactionnel.
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Le pourcentage d’inhibition augmente graduellement ou progressivement avec la
concentration jusqu'a arriver a un plateau qui correspond a ’enrayement presque total du

DPPHe présent dans le milieu.

e Détermination de la valeur ECso

L’ECsp est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.

Les valeurs d’ECsg sont déterminées graphiquement, un exemple de calcul est

schématisé dans la figure 3.9.

100 -

y
N

§' o ././ Ha| Data Display = x|
20 /
: ECso
4
0 5 10 fs w1 0 3

Figure 3.9 : Détermination graphique d’ECso.

Les valeurs des ECso trouvées pour I’antioxydant de référence (vitamine C) et

I’échantillon testé sont représentées dans les Figures 3.10 et 3.11.
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Figure 3.10 : ECsp de I’antioxydant standard.

8.39
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EC 5, mg/ml
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Figure 3.11 : ECso de I’huile essentielle étudiée.
D’apres les résultats, le potentiel antiradicalaire de 1’huile essentielle testée est inférieur
a celui de I’antioxydant standard utilisé Vit C.

Un fort pouvoir antiradicalaire est noté pour la Vit C avec une ECsp assez basse égale a
0,0046 = 0,0007 mg/ml. En comparaison avec la Vit C, I’huile essentielle de Deverra
scoparia est moins active avec une ECso égale & 8,39 + 0,02 mg/ml.

Plus la valeur de I’ECso est faible, plus l'activité antioxydante d'un composé est
appréciable.
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D’aprées HAMMOUDI et al. (2015), les résultats obtenus en utilisant le test de DPPH
ont montré que I'huile essentielle des tiges de Deverra scoparia Coss. & Dur. est
dotée d'un pouvoir antioxydant plus important que celui de I'acide ascorbique dont I’ECsp est
en moyenne de 2,99 + 0,09 ug/ml, alors qu'avec l'acide ascorbique, une activité de I'ordre de
42,95 + 0,001 pg/ml a été enregistrée. Concernant le test de I’ABTS, les ECso de la capacité
antioxydante de I'huile essentielle et du Trolox sont 1,12 + 0,06 pg/ml et 25 + 0,001 pg/ml

respectivement.

Les tests au DPPHe fournis dans la littérature sont basés sur le méme principe que celui
décrit par BRAND &al. (BRAND et al., 1995), mais les protocoles analytiques different dans
plusieurs paramétres (MARINOVA & BATCHVAROQV, 2011 ; POPOVICI et al., 2009).
Toutefois il est important de noter que 1’utilisation de différents protocoles de mesure et de
différents indices d’évaluation de I’activité antioxydante réduit la fiabilit¢é d’une

comparaison des valeurs (POPOVICI et al., 2009).

SHARIFIFAR et al. (2007) et AKROUT et al. (2010) ont attribué cette différence
dans les valeurs de I’ECsp a plusieurs facteurs :

o La composition chimique de I’huile essentielle.

o Le protocole expérimental utilisé comprenait :
v" Le rapport entre la quantité de I’huile essentielle et la quantité de la solution

DPPH utilisée dans le mélange,

v La concentration de la solution DPPH,
v Le temps d'incubation,
v" La fagon d'exprimer I'unité de ECsyo,

Ces facteurs rendent la comparaison directe des valeurs d’ECso rapportés dans divers
travaux n’est pas fiable. En effet, méme pour I’antioxydant de synthése utilisé, tels que la Vit

C, les valeurs de I’ECsg rapportées sont différents selon le protocole expérimental utilisé.

D’aprées MOLYNEUX (2004), BOUZID et al. (2011), plusieurs facteurs influencent le
potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction
(temps, rapport antioxydant/DPPH*, type de solvant et le pH) et le profil phénolique en

particulier.

L’activité antioxydante de Il'huile essentielle testée est probablement liée aux

composants majoritaires qui sont principalement les monoterpénes. Ces derniers présentent
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des propriétés antioxydantes importantes. En géneral, les huiles essentielles riches en
composés oxygenés présentent une activité antiradicalaire plus marquée que celles a terpenes
hydrocarbonés (MILADI et al., 2013).

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires de 1’huile essentielle qui sont
responsable de cette activité antiradicalaire, mais il peut y avoir aussi d’autres composés
minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un

systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres (LU & YEAP FOO, 2001 ; SING et al., 2006).
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CONCLUSION GENERALE

La flore du Sahara Algérien est riche en plantes aromatiques utilisées en médecine
traditionnelle et un bon nombre d’entre elles sont des espéces endémiques pouvant étre
valorisées en tant que source de produits bioactifs. Le fenouil spontané (Deverra scoparia Coss.

& Dur.) a fait I’objet de notre étude phytochimique et des effets biologiques.

Au terme de ce travail, I’huile essentielle extraite des tiges séchées de fenouil spontané
(Deverra scoparia Coss. & Dur.) de la région de Tamanrasset a un rendement acceptable et

peut étre rentable a 1’échelle industrielle. 1l est de I’ordre de 0,8 + 0,17%.

L’identification par CPG/MS a permis de déterminer les composants majoritaires de cette
huile essentielle a savoir : I’a-bornyl acétate (28,12%), 1’a-pinéne (19,50%), le y-cadinéne
(6,12%) et ’eremophiléne (5,15%).

Le contréle physico-chimique des différents paramétres a savoir : I’indice de réfraction,
I’indice d’acide, la densité relative et le pouvoir rotatoire a montré que ’huile essentielle répond

aux normes internationales.

L’activit¢ antimicrobienne a été étudiée vis-a-vis de huit souches microbiennes :
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella thyphimuriem, Bacillus subtilis, Candida albicans et Saccharomyces
cerevisiae qui se sont révélées sensibles a I’huile essentielle a I’exception de Escherichia coli

et Pseudomonas aeruginosa qui se sont montrées plus résistantes.

L’activité antioxydante a été évaluée par le test de piegeage du radical
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les résultats montrent que I’huile essentielle testée a une

faible activité antioxydante comparée a 1’antioxydant standard vitamine C.

Les composés majoritaires identifiés de I’huile essentielle présentent plusieurs activités
biologiques intéressantes. Cependant, il faut signaler que les activités biologiques d’une huile
essentielle ne sont pas seulement dues aux composés majoritaires mais a 1’ensemble des

composées contenus dans cette huile.

Ce travail mérite d’étre approfondi afin de révéler d’éventuelles propriétés thérapeutiques

de I’huile essentielle de Deverra scoparia Coss. & Dur. de la région de Tamanrasset.
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Perspectives :

e |l ressort du présent travail que Deverra scoparia Coss. & Dur. de la région de Tamanrasset.

est une plante intéressante et riche en composés secondaires.

o Connaissant la toxicité de cette huile essentielle par voie orale, des essais complémentaires

par des tests de toxicité cutanée et des tests d’allergénicide doivent étre entrepris.
e Etudier les mécanismes moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques observés.

e Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires des activités biologiques des plantes (composés polyphénoliques et
flavonoides) en général.
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ANNEXE

ANNEXE 1

Liste des figures

Figure : Zone de récolte de Deverra scoparia Coss. & Dur.
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ANNEXE

ANNEXE 2

Etudes statistiques

Calcul de la moyenne :

[}? - 1/nz:lxi ]

n : Nombre de répétitions.

Xi : Valeurs observées.

Calcul de I’écart type :

S =\/%— 1Y (x; — X)?
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