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RESUME

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une source importante
de molécules bioactives notamment dans leurs extraits volatils. Dans ce cadre
et afin d’isoler de nouvelles molécules dotées de propriétés biologiques
puissantes nous nous sommes intéressés a I'extraction des huiles essentielles de
deux espéces de plantes : l'armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso.)
et le romarin (Rosmarinus officinalis L.), récoltées dans la région de Djelfa le mois
d’Avril 2012. Le rendement moyen en huiles essentielles obtenues par hydro-
distillation (type Clevenger) est de lordre de 0.8 %= 0.05% (ml/100Q)
et 1.20 + 0.01% (ml/100g), respectivement. La composition chimique des huiles
essentielles étudiées a été identifiee par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM), dont les composés majoritaires
sont : le camphre (39,5%), le chrysanthénone (10,38%) et le 1,8-cinéole (8,6%)
pour I'huile essentielle de I'armoise blanche. Bien que, I'huile essentielle du
romarin a été caractérisée comme ayant un important contenu de camphre
(39,7%) suivi par le 1,8-cinéole (18,26%), I'a-pinene (13, 19%) et le camphéne
(9,51%). L’activité antimicrobienne a été étudiée vis-a-vis de six souches
microbiennes : Klebsiella pneumoniea, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Candida albicans qui se sont
révélées sensibles aux huiles essentielles étudiées a I'exception de Pseudomonas
aeruginosa qui s’est montrée résistante. La concentration minimale inhibitrice
(CMI) des huiles essentielles a été déterminée selon la méthode de dilution en
gélose. Une bonne activité biopesticide des huiles essentielles testées s’est
évaluée vis-a-vis de deux champignons a savoir : Aspergillus niger et Fusarium
oxysporum. L’activité antioxydante a été mesurée en utilisant trois tests : le test de
piégeage du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), le test de blanchissement du
B-caroténe et la détermination du pouvoir réducteur (FRAP). Les résultats
montrent que les huiles essentielles testées ont une activité antioxydante

modérée, relativement faible comparées aux antioxydants standards.

Mots clés: Artemisia herba-alba Asso., Rosmarinus officinalis L.,
hydrodistillation, huile essentielle, activité antimicrobienne, activité biopesticide,

activité antioxydante.



ABSTRACT

Aromatic and medicinal plants are an important source of bioactive
molecules, especially in volatile extracts. In this context and in order to isolate new
compounds with potent biological properties we were interested in the extraction of
essential oils of two species: wormwood (Artemisia herba-alba Asso.) and
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), harvested in the Djelfa region the month of
April 2012. The vyield of essential oils obtained by hydrodisstilation (type
Cleavenger) is about 0.8 + 0.05 (ml/100g) and 1.20 = 0.01(ml/100g), respectively.
The chemical composition of essential oils studied was identified by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC / MS), The majority
compounds are: camphor (39, 5 %), chrysanthenone (10, 38 %) and 1, 8-cineole
(8,6 %)for the essential oil of wormwood. However, the rosemary essential oil was
characterized as having an important camphor content (39, 7%) followed by 1, 8-
cineole (18,26%), the a-pinene (13,19%) and camphene (9,51%).The antimicrobial
activity was studied towards six microbial strains: Klebsiella Pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus and Candida albicans, they are revealed sensitive to essential oils studied
except for Pseudomonas aeruginosa has proved resistant. The minimal Inhibitory
Concentration (MIC) was determined using agar dilution method. A good
biopesticide activity of essential oils tested was evaluated towards two fungi:
Aspergillus niger and Fusarium oxysporum. The antioxidant activity was measured
using three tests: the trapping test diphenylpicrylhydrazyl radical (DPPH),
bleaching test of B-carotene and determination of the reducing power (FRAP). The
results show that essential oils tested have moderate antioxidant activity, relatively

low compared with antioxidants standards.

Keywords: Artemisia herba-alba Asso., Rosmarinus officinalis L., hydrodistillation,

essential oil, antimicrobial activity, biopesticide activity, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée
a l'évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, I'histoire
des peuples montre que ces plantes ont toujours occupé une place importante
en médecine, dans la composition des parfums et dans les préparations

culinaires [1].

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant d’une part,
I'efficacité et la sécurité des produits chimiques utilisés en médecine ou dans
I'industrie alimentaire. En effet, en raison des effets secondaires des antioxydants
synthétiques tels que [I'hydroxytoluéne butylé (BHT), qui peuvent étre
responsables des dommages du foie et de la carcinogenese et de la résistance
gue les micro-organismes pathogenes établissent contre les antibiotiques [2-4].
Le développement de nouvelles voies de recherche pour aboutir a des alternatives
apparait donc indispensable. Par ailleurs, les substances naturelles douées
d’activité antimicrobienne et antioxydante présentent un intérét socio-économique
tres important dans le domaine de la recherche bio-pharmacologique. Plusieurs
laboratoires a travers le monde se sont orientés vers la recherche des substances

bioactives et leur valorisation [1, 5].

Et d’autre part, les enjeux d’avenir de 'agriculture qui s’efforcent de répondre
aux exigences du développement durable. En effet, la lutte chimique quasi
généralisée exerce une pression sur I'environnement et présente ses limites
d’applications avec 'apparition de résistance des bio-agresseurs, de la pollution et

des effets nocifs fortement soup¢onnés sur la santé humaine [6, 7].

C’est pourquoi, aujourd’hui il y a nécessité de développer des méthodes de
substitution aux pesticides de synthése dans la protection des cultures et des
récoltes. Parmi ces méthodes, les biopesticides qui constituent un outil de choix
dans les programmes de gestion de la résistance des ravageurs aux pesticides
[6, 7].



Les substances d'origine naturelle et plus particulierement les huiles
essentielles détiennent actuellement une place importante dans les systemes
de lutte, leur role dans la recherche phytopharmaceutique dans certains pays

du monde n'est plus a démontrer [8].

L’Algérie, par sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de
pédogenese (littoral, steppe, montagnes et le désert) et de grandes variations
climatiques (humide, sub-humide, semi-aride et aride) auxquels s’ajoutent les
ressources hydriques [9], offre une végétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques y pousse spontanément .L’intérét porté a ces

plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces derniéres années [10].

Ce travail a pour objet I'investigation de ces plantes qui représentent une
source potentielle pour la découverte de nouvelles de molécules naturelles
bioactives [11]. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe
essentiellement par l'extraction de leurs huiles essentielles [1]. Ces derniéres,
sont d'intérét croissant pour les industries pharmaceutiques, cosmétiques,
agroalimentaires et la recherche scientifique en raison de leurs activités

antioxydante, antibactérienne et antifongique [12].

Dans ce contexte et afin de valoriser notre richesse floristique algérienne,
nous nous somme intéressé a I'étude de deux espéces : I'aromise blanche
(Artemisia herba-alba Asso.) de la famille des Astereaceae et le romarin
(Rosmarinus officinalis L.) de la famille des Lamiaceae., poussant a I'état
spontané dans les monts de la région de Djelfa. En se servant de données
ethno-pharmacologiques, le choix de ces deux espéces végétales s’est basé sur
leurs applications importantes dans nos traditions locales, par une grande tranche
de population comme moyen incontournable de médication et comme épices pour

'usage culinaire.
Cette étude est organisée en trois chapitres :

Le premier chapitre est un apercu bibliographique sur les deux plantes
étudiées a savoir : Artemisia herba alba Asso et Rosmarinus officinalis L. et des

généralités sur les huiles essentielles.



Le matériel et les méthodes utilisées a savoir : les techniques d’extraction, la
caractérisation des huiles essentielles et aussi les protocoles utilisés au cours des
tests biologiques concernant les activités antimicrobienne, biopesticide
et antioxydante, sont présentés dans le second chapitre.

Le troisiéme chapitre aborde les résultats et la discussion.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale sur 'ensemble des

résultats obtenus ainsi que des perspectives ont été dégagées.



CHAPITRE 1

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Armoise blanche : Artemisia herba alba Asso.

1.1.1. Etymologie :

Artemisia est le nom de genre des armoises. Il provient de celui de
la déesse vierge grecque d’Artémis, déesse de la lune qui avait pour rble
de protéger les femmes malades par ses propriétés régulatrices du cycle
menstruel, herba-alba signifie herbe blanche, se réfere a la couleur blanchatre
des feuilles [13 -15].

1.1.2. Systématique :

D’aprées QUEZEL et SANTANA [16], Artemisia herba alba Asso appartient :

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphyta

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous classe : Astéridées

Ordre : Asterales

Famille : Asteracées

Genre : Artemisia

Espece : Artemisia herba alba Asso.

1.1.3. Synonymes botaniques [17, 18] :

Artemisia inculta Del.

Artemisia sieberii Basser.

Artemisia aragonensis Lam.

Seriphidium herba Asso (Sojak fide).



16

1.1.4. Noms vernaculaires [17-20]:

— Arabe: Chih.
— Anglais: White or desert wormwood, sagebrush.

— Francais: Armoise blanche, thym des steppes, absinthe blanche.

1.1.5. Description botanique de la plante :

Les caractéristiques botaniques de la plante correspondent a celles décrites
par QUEZEL et SANTANA [16], HOUMANI et al. [21], LUCIENNE [22], BEZZA
et al. [23], KADRI et al. [24] & BADR et al. [25]: Artemisia herba alba Asso
(Figure 1.1) est une plante herbacée vivace présentant un port buissonnant
ramifie de 20 a 40 cm de haut. Les tiges tomenteuses sont dressées et ligneuses
a la base, elles portent des feuilles sessiles, argentées, pubescentes, divisées
en languettes fines, laineuses recouvert de fines poils qui refletent la lumiére
du soleil, donnant ainsi un aspect grisatre a la plante. L’inflorescence est un
capitule tres petit, ovoide et sessile de 1,5 a 3 mm de diamétre, portant 2 a 5
fleurs jaunatres hermaphrodites. Les feuilles sont caractérisées par une forte

odeur aromatique. Les fruits sont des akénes [26].

La croissance végétative de I'Artemisia herba alba Asso. a lieu a 'automne
avec des feuilles de grande taille. A la fin de I'hiver et au printemps les feuilles
sont plus petites et riches en huiles essentielles [24, 27]. La floraison commence

de Septembre a Décembre et se développe essentiellement en fin d'été [24,28].

Figure 1.1: Aspect général, feuilles et inflorescences
d’Artemisia herba alba Asso. [23, 28].
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1.1.6. Répartition géographique et écologie :

L’armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso) est une espéce steppique
de la famille des Astéraceae [29]. Elle présente une vaste répartition
géographique, depuis les iles Canaries et le sud-est de I'Espagne jusqu'aux
steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan et Ouzbékistan), a travers I'Afrique
du nord (Tunisie, Maroc et I'Algérie), le Moyen-Orient (Egypte, désert de Sinai
et Palestine occupée) et le nord-ouest Himalaya [30-32].

En Afrique du Nord, '’Armoise blanche est trés répandue sur les hauts
plateaux, les paturages rocailleux et les terreux des plateaux des basses

montagnes [21,33].

Artemisia herba alba Asso. résiste a la sécheresse. Elle est présente sous
les bioclimats arides et semi arides a variante chaude, tempéré et fraiche,
généralement, dans les étages du Thermo-méditerranéen et Méso-méditerranéen
[16, 34].

Cette espéce supporte le gypse et des niveaux de salinité modérément
élevés. Elle est abondante dans des sols, a texture fine, assez bien drainées.
Dans le sud, elle pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne

et en extréme sud sur des sols sableux [35].

En Algérie, elle couvre environ 4 millions d’hectares et se développe dans les
steppes argileuses et les sols tassés relativement peu perméables. Elle se trouve
sur les dayas, les dépressions et les zones plus ou moins humides. Elle constitue

un moyen de lutte naturel contre I'érosion et la désertification [29].

1.1.7. Propriétés et utilisation :

L’armoise blanche est une des plantes les plus largement utilisés dans

la médecine traditionnelle algérienne [16, 36].

Elle a été utilisée, tout d’abord, comme aromatisant dans le thé et le café,
puis elle est devenue une panacée dans la médecine traditionnelle arabo-
musulmane [23, 37]. Traditionnellement, I'armoise blanche est utilisée pour son
activité antihelminthique [23]. Elle présente aussi un caractere vermifuge trés prisé

pour le bétail et pour les nomades du désert [19, 28, 38].
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Artemisia herba alba Asso. a était connue pour ses vertus thérapeutiques
en tant qu’agent antibactérien, analgésique, antispasmodique, antihémorragique
et emménagogue [39, 40]. KADRI et al. [24], MIGHRI et al. [31] & TAHRAOQOUI
et al. [41] ont signalé son utilisation en tant que reméde pour les rhumes, la toux

et la bronchite.

L’armoise blanche a été utilisée aussi pour le traitement de troubles
gastriques, la gastrite, la diarrhée et les douleurs abdominales [21, 36, 42],
'inflammation du tractus gastro-intestinal, les convulsions [43, 44], les maladies
infectieuses, les maladies de la peau, la gale et la syphilis [45]. Elle est aussi
employée pour la guérison des blessures externes, les inflammations

et la polyarthrite rhumatoide [46].

Des études ethno-pharmacologiques ont montré lintérét de I'armoise
blanche contre le diabete grace a son activité hypo-glycémiante et anti-
hyperglycémiante [47- 49], ainsi que contre I'hyper — tension artérielle et les
névralgies [31, 41, 50]. Elle est efficace aussi contre les maladies cardio-

vasculaires [50, 51].

En outre, cette espéce est utilisée en décoction contre la fievre et dans
le traitement des troubles menstruels et nerveux, les maladies de la peau, la gale
et la syphilis [27, 40, 41, 52]. Elle est considérée comme un nouveau chémotype
préventif contre la progression du cancer [53].

Les extraits aqueux d’armoise blanche ont montré des activités
antileshmaniose, antispasmodique [54-56], Analgésique, hémostatique [28, 56],
antioxydante et anti-inflammatoire [20]. Aussi, la tisane préparée a partir de
'Artemisia herba alba Asso a été utilisé comme agent antibactérien dans la

médecine populaire algérien [56].

L'huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a été connue par ses
vertus thérapeutique, désinfectante, vermifuge et antispasmodique [21].
Beaucoup de chercheurs ont montré diverses activités biologiques et / ou
pharmacologiques de l'huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso. comme
agent antimicrobien, antifongique, antioxydant, [24, 31] et antidiabétique [57].
Elle présente également des activités antileishmaniose et antimutagéne [58, 59].
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1.2. Romarin : (Rosmarinus officinalis L.)

1.2.1. Etymologie :

Le nom latin Rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros"
de la rosée et "marinus" d'appartenir a la mer [60, 61]. Cette nomination de la
plante est due au fait qu’elle se rencontre de plus en plus prés de la mer.
Cette interprétation est un produit d'étymologie traditionnelle, mais la plus récente
étude étymologique est inclinée a une origine grecque " rhos " arbuste et " myrinos
" aromatique [62, 63]. Il a également été appelé « antos » par les anciens Grecs,

qui est « la fleur » ou « libanotis » en raison de son odeur d'encens [64].

Le nom d'espece officinalis indique que la plante a été utilisée a des fins

médicinales [65].
1.2.2. Systématique :

D’aprés QUEZEL et SANTANA [16], le Rosmarinus officinalis L. appartient :

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta

Sous embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus L.

Espece: Rosmarinus officinalis L.

1.2.3. Synonymes botaniques [66, 67, 68] :

Rosmarinus latifolius Miller.

Rosmarinus angustifolius Miller.

Salvia rosmarinus Schleiden.

Rosmarinus laxiflorus Noé.
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1.2.4. Noms vernaculaires [65, 68]:

— Arabe: Iklil el gabal, Kilil, IKIil.
— Anglais: Rosemary, moorwort.

— Francais: Romarin, Encensier, Herbe-aux-couronnes, rose marine.
1.2.5. Description botanique de la plante :

Le romarin (Figure 1.2), est un arbrisseau vivace, touffu, toujours vert
de 1 mal.5 m[69], pouvant atteindre jusqu’a 2 m de hauteur dans les régions

pluvieuses ou les conditions écologiques sont favorables [70].

Il est facilement reconnaissable en toute saison par ses feuilles (Figure 1.2)
persistantes, sessiles, opposées, linéaires, coriaces et enroulées sur les bords
[65, 71-73]. Elles sont étroites, pointues, épaisses, luisantes, chagrinées
et verdatres sur la face supérieure. La face inferieure tomenteuses et blanchatres,
présente une nervure médiane saillante, avec 1,0-2,5 cm de long et 4 mm

de largeur par 1-3 mm d'épaisseur [61, 64, 72-75].

Les fleurs bilabiées, sont groupées en inflorescences spiciformes
(Figure1.2), leur couleur est d’'un bleu pale ou blanchatre maculées de taches
violettes. Les fleurs blanches sont rares (ex : Rosmarinus officinalis albiflorus).
Le calice en cloche est bilabié [61, 65, 71, 73]. Les feuilles et les fleurs ont une
odeur caractéristique forte en raison de I'huile essentielle accumulée dans
trichomes glandulaires [64, 76, 77]. Comme pour la plupart des Lamiacées, les
fruits sont des akenes simples de couleur brune [75, 78]. La floraison peut avoir

lieu toute 'année surtout apres les grandes pluies de Septembre a Février [70].

Figure 1.2: Aspect général, feuilles et inflorescences de Rosmarinus officinalis L.
[79, 80].



21

1.2.6. Répartition géographique et écologie :

Rosmarinus officinalis L. est une plante médicinale endogéne a I'Europe du
sud et & la région du littoral a travers les zones d’Asie mineure, principalement
dans les zones entourant la mer Méditerranée [81-85]. Elle se trouve en patrticulier

sur les collines rocheuses et séches [86].

Il est répandu dans les pays européens, en France, en Espagne et au
Portugal. On le retrouve également au Maghreb (Maroc, Algérie, Tunisie
et Libye) ou il est abondant. Il devient rare et ne se manifeste que dans quelques
stations isolées en Egypte, en Palestine occupée et au Liban [87]. Cependant,
cette plante aromatique peut également étre trouvée dans d'autres pays tels que
I'Argentine, le Brésil et I'Uruguay [70, 88, 89].

Le romarin est cultivé dans plusieurs pays pour ses huiles essentielles.
Il est principalement cultivé en Italie, Espagne, Gréece, Turquie, Egypte, France,
Portugal, I'Inde, I'Afrique du Nord, Afrique du Sud, I'Asie centrale, I'Asie du Sud,
en Australie et aux Etats-Unis [69, 70, 88- 92].

C’est une espéce indigéne poussant spontanément dans toute I'Algérie [16],
il se présente dans les zones littorales pas trop loin de la mer, les lieux sec

et méme au Sahara [87].

by

Le romarin résiste a la sécheresse et il est tres exigeant en lumiere
et en chaleur. Il s’acclimate particulierement dans les zones arides supérieures,
du subhumide chaud a frais (le thermo-méditerranéen et le méso-méditerranéen).
Il est indifférent aux qualités chimiques du sol. Cependant, il présente une certaine
préférence pour les sols carbonatés et bien drainés [93-95].

1.2.7. Propriétés et utilisation :
Le romarin est une plante aromatique intéressante par son contenu

en composeés bioactifs [96 -98].

Depuis l'antiquité, le romarin est employé pour améliorer et stimuler la
meémoire et prévenir la maladie d'Alzheimer. Encore aujourd’hui, les étudiants en

font brller dans leurs chambres en période d’examens [99 -103].
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Il est fréquemment utilisé en raison de son golt amer et astringent dans la

cuisine méditerranéenne traditionnelle comme condiment [101, 103, 104].

Le romain a été cité, depuis le 8°™ siécle dans la médecine traditionnelle
arabo-musulmane par IBN EL BEITHAR pour ses propriétés diurétiques
et emménagogues [78, 95]. Les herboristes l'utilisent, traditionnellement, comme
sudorifique, diurétique, tonique, astringent, stimulant, digestif, expectorant [105-
108], cholagogue [92], anti-nociceptive, analgésique, cholérétique,
antispasmodique , arthritiques, antirhumatismal, anti-thrombotique
et antidépresseur [109- 116].

I est également reconnu pour leurs propriétés antimicrobiennes,

antioxydantes et anti-inflammatoires [117- 124].

Le romarin est utilisé aussi pour la prévention et le traitement du diabéte,
I'hypertension, le cancer, les maladies cardiovasculaires, I'anémie et I'insomnie
[125-130].

Rosmarinus officinalis L. a été décrit comme étant une plante qui traite les
obstructions du foie et de la rate. Ses parties aériennes sont aussi utilisées pour
soulager la colique rénale, les affections des voies urinaires, les dysménorrhées,

les douleurs et les spasmes musculaires [69, 70, 95, 111, 131, 132].

Il est recommandé comme relaxant, contre les migraines, les maux de téte,
I'épilepsie, la sinusite et contre les maladies neurodégénératives. Ainsi, pour

accélérer le processus de cicatrisation des plaies [69, 112, 133-135].

SASIKUMAR [101], BIESKI et al. [129], HAMZAA et al. [130], CAKILCIOGLU
et TURKOGLU [136] & UGULU et al. [137] soulignent que le romarin est utilisé
pour traiter et prévenir les problémes respiratoires comme l'asthme, la bronchite,

la grippe et la toux en tant qu’antiseptiques pulmonaires.

C’est un, stomachique, carminative, utilisé pour traiter les ulcéres
et les diarrhées [131, 138, 139]. Il est utile pour stimuler l'appétit et la sécrétion

des sucs gastriques [70].


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092422441500182X#bib130
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BERNARDES et al. [140], BUBONJA-SONJE et al. [141] & JORDAN
et al. [142] ont décrit plusieurs activités biologiques de leurs extraits, directement
liés par leur concentration en composés phénoliques, notamment dans I'industrie
alimentaire [143]. Ces derniéres sont connus pour leur haute activité anti-
microbienne, utiles pour le contréle des infections bactériennes des aliments et
antioxydante puissante contre les radicaux libres, permettant de ralentir

efficacement la peroxydation des lipides [131, 144, 145].

Les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. ont fait I'objet de
plusieurs études, montrant des propriétés antimicrobienne, antioxydante, anti-
inflammatoire, anti-tumorale [146, 160], analgésique [70], anti-nociceptive [109],
Anti-ulcére [161] et anti dépresseur [115, 116].

Elles aident aussi a réduire les inflammations qui contribuent aux maladies
cardiaques et du foie [130, 162].

TSAI et al. [163], SLAMENOVA et al. [164] & FERNANDEZ et al. [165] ont
décrit ces produits naturels en tant que protecteurs efficaces contre le cancer, les
dommages oxidatifs, le diabéete (activité hypoglycémiante), ainsi que contre
I'hypertension. Elles sont également connues pour calmer la toux et soigner les

bronchites en tant que antiseptique pulmonaire [92, 138].

Les huiles essentielles conferent au romarin ses propriétés digestives
a savoir: cholagogues, cholérétiques, antispasmodiques, carminatives
et stomachiques. Des propriétés toniques, stimulantes, astringentes, sudorifique

et antidiarrhéique ont été également mises en évidence [73, 92, 138].

Il a été prouvé par SANDERS et al. [166] & RAUTER [132] l'action des
huiles essentielles de romarin dans la stimulation du systeme nerveux résultant

sous contrble I'amélioration de la mémorisation et de capacités de concentration.

Elles sont utilisées en usage externe (massage sédatif) contre l'arthrite, les
contusions, les douleurs (musculaires, rhumatismales et traumatiques), les
sciatiques et dans la revitalisation des membres paralysés, en augmentant la
circulation sanguine des membres, ainsi que contre 'eczéma et la goutte [90, 138,
167].


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092422441500182X#bib59
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1.3. Huiles essentielles :

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16° siécle par
le médecin suisse HOHENHEIM pour désigner le composé actif d’'un reméde
naturel [168].

Plusieurs définitions de L’huile essentielle existent mais celle retenu par
I'Association Francaise de Normalisation AFNOR [169], la norme ISO [170]
et adopté par la PHARMACOPEE EUROPEENNE [171], est la suivante :
« Les huiles essentielles sont des produits odorantes et volatils généralement
de composition complexe obtenus a partir d’une matiere premiére végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage. Une huile essentielle est
le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » [172-176].

Cette définition est cependant restrictive car elle exclut aussi bien les
produits extraits a l'aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.
Nous retenons alors que les huiles essentielles sont des mélanges de complexes
aromatiques de plantes, extraits par distillation a la vapeur d’eau ou aux solvants
[8, 176, 177].

Les plantes qui synthétisent les huiles essentielles sont connues sous le hom

de « plantes aromatiques » [178].
1.3.1. Répartition et localisation :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux

supérieurs [71].

Les familles botaniques les plus courants produisant les huiles essentielles
sont: Abiétacées (pins, sapins, cédres), Apiacées (anis, fenouil)
Astéracées (absinthe, armoise blanche, camomille), Cupressacées (genévrier),
Lamiacées (romarin, lavande, thym, origan), Lauracées (cannelle, laurier),
Myrtacées (eucalyptus, giroflier, myrte), Poacées (citronnelle), Rutacées (citron,

mandarine, pamplemousse) [179-186].
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Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules
sécrétrices spécifiques. Ce sont des structures histologiques spécialisées servent
a leur synthése et a leur stockage. Ces cellules sont le plus souvent localisées
sur ou a proximité de la surface de la plante recouvertes d’'une cuticule [71, 186-
189].

Les cellules sécrétrices sont rarement a I'état isolé, mais le plus souvent
regroupées dans des poches sécrétrices (Myrtacées, Rutacées), dans des canaux
sécréteurs (Apiacées, Astéracées) ou dans des poils sécréteurs (Lamiacées) [182,
190-194].

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont
entourées de membranes spéciales constituées  d’esters d’acides gras
hydroxylés hautement polymeérisés, associés a des groupements peroxydes.
En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement

I'évaporation des huiles essentielles ainsi que leur oxydation a Il'air [189].

Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément

chez une méme espece et dans un méme organe [187-188].

Les huiles essentielles sont issues de la sécrétion naturelle élaborée dans
divers organes végétaux: les sommités fleuries (menthe, lavande), les feuilles
(eucalyptus, laurier) et moins habituellement dans les rhizomes (gingembre),
les fruits (anis), les écorces (agrumes, cannelle) et les graines (muscades) [195-
199].

1.3.2 Fonction dans la plante :

La fonction biologique des huiles essentielles demeure le plus souvent
obscure [71]. Il est toutefois vraisemblable qu’ils ont une fonction écologique
(Figure 1.3) lors des interactions végétales, comme agent allélopathique, afin de
réduire la compétition des autres espéces de plantes par [Iinhibition
de la germination des graines. En effet, le 1,8-cinéole et le camphre, libérés dans
I'atmosphére sont absorbés par le sol sec, inhibant la germination des graines des

especes spontanées [176, 200- 203].
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Elles interviennent aussi lors des interactions végétal- animal, comme agent
de protection contre les prédateurs : insectes, champignons et bactéries par leurs
propriétés antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides [54, 174, 204-
206]. Elles sont aussi efficaces contre les herbivores par le gout et les effets

défavorables sur le systéme nerveux [202, 203].

Par leurs odeurs caractéristiques, les huiles essentielles interviennent
également dans l'attraction des polinisateurs (insectes et oiseaux) qui participent

dans la dispersion du pollen ce qui favorise la pollinisation [54, 204, 207].

Les huiles essentielles protegent aussi, la plante contre le stress photo-
oxydatif [208]. Les constituants des huiles essentielles sont considérés comme
des modérateurs des réactions d’oxydation intramoléculaire, protégeant la plante

contre les facteurs atmosphériques [209].
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Figure 1.3: Interactions des plantes avec leur environnement [205].
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Certains auteurs considérent que I'huile essentielle est une source
énergétique, facilitant certaines réactions chimiques. D’autre part, elle conserve
I'humidité nécessaire a la vie des plantes exposées a des climats désertiques
[210].

BRUNETON [71] & BALDWIN [211] signalent que I'huile essentielle peut
constituer des supports a une « communication » plante - plante ou plante-
environnement. La variété structurale de ses composés autorise le transfert de

« messages biologiques » sélectifs.
1.3.3. Extraction :

L’extraction des huiles essentielles est une opération capitale qui doit
permettre d’obtenir des produits volatils, particulierement fragiles, sans altérer la
qualité [212]. Le choix de la méthode d’extraction des huiles essentielles dépendra
de la nature du matériel végétal a traiter (graines, feuilles, rameaux), le rendement
et les caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire aux températures

élevées.

Les principales méthodes d’extraction des huiles essentielles peuvent étre

résumees en :
«» Extraction par hydrodistillation :

C’est la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée,
elle demeure la technique la plus employée pour extraire les huiles essentielles
[213]. Elle consiste a immerger le matériel végétal directement dans un alambic
rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté
a l'ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un réfrigérant
(Figure1.4). L'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence
de densité [213-215].

FERHAT et al. [213], CASSEL et al. [216], ZHANG et al. [217] & MONCADA
et al. [218] soulignent que les avantages de cette technique sont importants.
lIs enregistrent des rendements élevés avec des extraits de haute pureté
et lls notent également que l'inconvénient principal est l'intensité de I'énergie

et la température élevée affectant la qualité des huiles essentielles extraites.
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4— Clevenger

Figure 1.4 : Dispositif expérimental de I'hydrodistillation

(type Clevenger) [71].

BOUKHATEM et al. [219] confirment que le chauffage  prolongé
et puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques.
L’eau, l'acidité et la température peuvent induire I'hydrolyse des esters mais

aussi des réarrangements, des isomeérisations et/ou des oxydations.
% Distillation par entrainement a la vapeur d’eau :

Les parties de plantes utilisées sont déposées sur une grille perforée
au-dessus de la base de I'alambic, sans que le matériel végétal ne soit au contact

avec l'eau [8, 213].

La vapeur d’eau qui s’est volatilisée et entrainée I'huile essentielle, se
condense ensuite dans le serpentin du réfrigérant. L’huile essentielle se sépare de
I’hydrolat par simple différence de densité [212].

Pendant I'entrainement a la vapeur d’eau, la matiére végétale est exposée
a une température élevée et a I'action chimique de I'eau, dans ces conditions,
la fragilité thermique des constituants de I'huile ou I'hydrolyse de certains d’entre

eux conduisent a la formation d’artéfacts [213].
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¢ Hydrodiffusion :

Cette technique consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse
végétale, du haut vers le bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse
végétale est descendant contrairement aux techniques classiques de distillation

dont le flux de vapeur est ascendant [71, 212].

L'avantage de cette technique est traduit par l'amélioration qualitative

et quantitative de I'huile récoltée, I'économie du temps et d'énergie [71, 212].

Ces procédés présentent des inconvénients dus principalement a 'action de
la vapeur d’eau ou de I'eau a I'ébullition. En effet, certains organes végétaux, en
particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements

par entrainement a la vapeur d’eau et par hydro-distillation.
« Extraction par enfleurage :

L’industrie des parfums a utilisé I'enfleurage pour les organes fragiles
comme les fleurs. Ce procédé permet d’obtenir des essences dites absolues.
Il consiste a extraire les principes aromatiques des plantes par des corps gras qui
se saturent d’essence. Le corps gras est épuisé par I'alcool absolu et ce solvant

est évaporé sous vide [214, 220].
s Expression afroid :

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.
Elle consiste a exercer sur les fruits une pression pour extraire les huiles

essentielles présentes dans leur écorce [71, 212, 220, 221].

L’essence obtenue est ensuite entrainée par un courant d’eau froide. Une
émulsion constituée d’eau et d’essence se forme, I'essence est alors isolée par
décantation [212, 213].

Cette technique uniguement mécanique limite I'oxydation car elle conserve
les antioxydants naturels contenus dans la fraction non volatile de I'essence, le
produit ainsi obtenu porte le nom d’essence car il n’a subi aucune modification
chimique [212, 213].
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Cependant I'utilisation de grande quantité d’eau dans ce procédé peut altérer
la qualité des huiles essentielles par dissolution des composés oxygéneés, par

hydrolyse et par transport de microorganismes [212, 213].
< Extraction par solvants :

Ce procédé d'extraction ne permet pas d'obtenir des huiles essentielles, mais
des concrétes. Il s'agit d'extraits de plantes obtenus au moyen de solvants non
aqueux. Les solvants généralement utilisés sont des hydrocarbures aliphatiques :

hexane, éther de pétrole, cyclohexane, propane et butane liquide [71].

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les
extraits ne contiennent pas uniguement des composés volatils mais également
des composés non volatils tels que les cires, les pigments, les acides gras et bien

d'autres composés [222].

Purifié par l'alcool absolu, le produit obtenu est appelé "absolu" et sa

compositions se rapproche de celle d'une huile essentielle [223, 224].

BRUNETON [71] signale que l'inconvénient majeur de I'extraction par les
solvants est leur manque de sélectivité. En effet, de nombreuses substances
lipophiles peuvent se retrouver dans les concrétes et impose une purification
ultérieure. Un autre inconvénient réside dans la toxicité des solvants (probleme

des résidus dans le produit final).

Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré I'attention de
plusieurs laboratoires de recherche et ont permis la mise au point des nouvelles
techniques d’extraction des huiles essentielles qui sont beaucoup plus

écologiques, en utilisant des solvants moins toxiques et en petites quantités [213].

Pour raccourcir le temps de traitement, limiter I'altération des constituants de
I'huile essentielle et économiser [I'énergie, il est possible de travailler en

surpression modéré [68].

Parmi ces techniques innovantes, figurent : I'extraction assistée par micro-

ondes ou ultrasons, I'extraction par les fluides supercritiques [213, 225].
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< Extraction par micro-ondes :

Cest une technique récente développée dans le but dextraire
des produits naturels comparables aux huiles essentielles et aux extraits

aromatiques.

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement
micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle.
Les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec

la vapeur d’eau propre a la plante traitée [221, 71, 226].

L’évaporation de I'eau contenue dans les cellules, crée a l'intérieur de ces
dernieres une pression qui brise les parois végétales et libere ainsi le contenu
en huile [224]. Un systeme de refroidissement a [I'extérieur permet
la condensation de distillat composé d’eau et d’huile essentielle facilement

séparable par simple décantation [71, 226].

Cette technique présente des avantages notamment : la rapidité, économie
de temps et d’énergie. Le procédé utilisé donne un produit qui, le plus souvent,
est de qualité supérieure a celle de produit d’hydrodistillation traditionnelle
(dégradations thermiques et  hydrolytiques  minimisées), extrait dépourvu
de solvant résiduel [227-231].

% Extraction assistée par ultra-sons :

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréequence allant
de 16 KHz a 1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz.
Dans un milieu liquide la propagation des ondes va générer des cycles successifs

de compression (haute Pression) et de raréfaction (basse pression) [232].

Cette différence de pression va générer des mouvements moléculaires au
sein du milieu. Lors d'un cycle de raréfaction la distance entre molécules
est augmentée et au-dessus d‘une certaine distance, dépendant de chaque
milieu, des bulles de cavitations vont se former. Ces bulles vont croitre pendant
les phases de raréfaction et diminuer pendant les phases de compression.
La répétition de ces cycles va conduire a l'implosion des bulles de cavitation,

libérant ainsi une grande quantité de matiere [233].
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s Extraction au CO, supercritique :

C’est un procédé d’extraction, par fluide supercritique, utilise le CO, sous

trés haute pression et a basse température pour extraire les huiles essentielles.

Il s'agit d'une énergie efficace, processus respectueux de l'environnement
(méthode verte). Les organes de la plante sont placés dans une cuve en acier
inoxydable et le CO, est injecté dans le réservoir. Sous haute pression,
Il se transforme en CO, liquide et agit comme un solvant pour extraire I'huile
essentielle de la plante. Lorsque la pression est diminuée, CO; retourne a l'état

gazeux ne laissant que I'huile volatile et aucun autre résidu n’est accumulé [213].

Cette technique est aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car
elle fournit des extraits volatils de trés haute qualité, de composition tres proche

de celle des ardmes végétaux naturels [71, 234].

Les extractions au CO; supercritique, a des températures plus basses, sont
plus douces sur les échantillons de plantes par rapport a distillation a la vapeur
(absence de réarrangements et d’hydrolyse). En outre, elle produit des
rendements plus élevés. De nombreuses molécules qui ne peuvent pas étre

extraites par distillation a la vapeur sont obtenues avec extraction du CO;[71].

Le CO; est relativement non toxique, non- inflammable, disponible en haute
pureté, de faible colt et peut étre facilement retiré de l'extrait. Le principal
inconvénient de CO, est son manque de polarité pour I'extraction des analytes
polaires [178, 231].

1.3.4. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles :

Les propriétés physiques des huiles essentielles se résument en leurs
indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans I'alcool, point
d'ébullition et congélation. Généralement incolores ou jaune péle, les essences
sont liquides a température ambiante. la nature huileuse la rend liposolubles
ainsi elles sont peu solubles dans l'eau mais le sont dans les solvants

organiques apolaires, les huiles grasses et dans les alcools [71, 235, 236].
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Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau (a I'exception
des huiles essentielles de sassafras (Sassafras albidum) , de girofle (Eugenia
caryophyllata) ou de cannelle (Cinnamomum zeylanicum) constituent des
exceptions [71, 235, 236].

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles
a l'oxydation. En raison de la structure de leurs molécules (présence de doubles
liaisons et des groupes fonctionnels tels que un groupe hydroxyle, aldéhyde,

ester). Elles sont facilement oxydales par la lumiere, la chaleur et l'air [237, 238].

hY hY

Elles ont tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation
de produits résineux ce qui induit a la perte de ses propriétés. Elles ont un

indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée [215].
1.3.5. Conservation :

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions
indispensables si l'on veut éviter leur oxydation et leur dépolymérisation.
Aussi convient-il d’utiliser des flacons de verre colorés ou opaques, munis de
bouchons bien adaptés pour les préserver de l'air et de la lumiére, principaux
agents de la dégradation [180, 231].

Bien stockées, les huiles essentielles se conservent environ trois ans. Seules
les essences d’agrumes, d’une conservation plus fragile, se renouvellent tous les
ans [212].

1.3.6. Biosynthése et composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes de composeés
volatils, beaucoup contiennent environ 20 & 60 composes, méme si certains

peuvent contenir plus de 100 différents composants [239-241].

Ces composés peuvent étre classés en deux catégories principales: le

groupe des terpénoides et le groupe des phénylpropanoides [242-244].


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sassafras_albidum&action=edit&redlink=1
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» Terpénoides :

Les composés terpéniques constituent une famille de composés
largement répandue dans le régne végétal et les principaux constituants des
huiles essentielles. lls sont synthétisés (figure 1.5) a partir d’'un précurseur

unique appelé lisopentenyl pyrophosphate (IPP = CsHg) [176].

Cette unité isoprénique a 5 atomes de carbone peut étre synthétisée dans le
cytoplasme via la voie du mévalonate et conduit a la formation de la plupart des
sesquiterpenes ou dans les plastides via la voie non mévalonique (la voie
de déoxy xylulose phosphate) produisant principalement des monoterpénes et
diterpénes [176, 245-247].

La voie du mévalonate (Figure 1.5) consiste en la condensation de trois
molécules d’acetyl CoA pour former [I'acetoacétyl CoA qui se transforme
aprés une chaine des réactions enzymatiques et consommatrices d’énergie en
mévalonate 5-diphosphate, puis une réaction de décarboxylation permet de
transformer ce dernier en IPP [175,176, 247].

Alors que pour la voie non mévalonique (Figure 1.5), la condensation
téte a téte de glyceraldehyde3-phosphate avec le pyruvate conduit a la
formation de 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP) qui subit par la suite une
chaine des réactions enzymatiques, aboutissent a la formation du 1-hydroxy-2-
methyl-2(E) butenyl-4PP (HMBPP), qui sous I'action de HMBPP réductase se
transforme en IPP [175, 176, 245, 247].

Aprées la synthése de [l'unité isoprénique, des réactions
de condensation téte a queue d'un nombre variable d’unités isopréniques
aboutissent a formation des différentes classes terpéniques :
des monoterpénes C10 (issus de la condensation de 2unités isopréniques),
des sesquiterpénes C15 (3 unités isopréniques), des diterpénes C20 (4 unités

isopréniques) et des triterpénes C30 (6 unités isopréniques) [176, 247].

Pour chaque classe de terpéne, des différentes réactions chimiques,
cyclisation fonctionnalisation, réarrangement, permettent de former diverses

structures terpéniques a partir d’'un précurseur unique [71].
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» Phénylpropanoides :

Ces composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Cg - C3) sont

beaucoup moins fréquents que les terpénoides [248].

Beaucoup des Phénylpropanoides trouvés dans les huiles essentielles sont
des phénols (allylphénols et propénylphénols) ou des éthers de phénols, parfois
des aldéhydes [71, 176, 179]. lls sont constitués d'une chaine de trois carbones
liée a un noyau aromatique a six carbones (Cgs - C3) ou la Cgz étant un cycle

benzénique [148].

Les phénylpropanoides sont synthétisés (Figure 1.5) par la voie de l'acide
shikimique, leurs principaux précurseurs étant lI'acide cinnamique provenaient de

I'acide aminé aromatique phénylalanine [176].

L'acide shikimique est synthétisé a partir du phosphoénolpyruvate.
L’élimination de I'un des alcools cycliques de I'acide shikimique et la réaction avec
du pyruvate de phosphoénol donne l'acide chorismique. Ce composé forme le
squelette de 'acide phénylpropionique. L’amination et la réduction de la fonction
cétone de l'acide chorismique produit I'acide aminé phénylalanine. En outre,
l'aromatisation de l'acide shikimique donne des dérivés de l'acide benzoique,

présents dans plusieurs huiles essentielles [176, 241].

Généralement, L'huile essentielle de romarin contient principalement des
monoterpénes et dérivés monoterpenes (95 - 98 %), le reste (2 - 5 %) étant des
sesquiterpenes, les plus importants sont (Figure 1.6) : le camphre, le 1,8- cinéole
suivi par le bornéole, le verbénone, l'a -pinene et le camphéne [76, 104, 249,
250, 251].

En effet, I'huile essentielle d’armoise blanche a été en grande partie
rapportée étre composée de monoterpénoides, principalement oxygénes, tels que
(Figure 1.6) : le 1,8-cinéole, le chrysanthénone, a/B-thujone et de camphre en tant

gue composants majoritaires [28].
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La voie d’acide shikimiaue
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Figure 1.5 : Biosynthése des terpenoides et phenylpropanoides [176].
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Figure 1.6 : Structure de quelques composés chimiques majoritaires [252].
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1.3.7. Toxicité :

En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’étre
non-toxiques. La majorité des huiles essentielles, causent des effets toxiques
[204]. La toxicité des huiles essentielles est tres variable en fonction de leur

composition il est tres interessant de connaitre que :

> Les huiles essentielles a cétones sont neurotoxiques.
> Les huiles essentielles a terpenes sont irritantes et néphrotoxiques.
> Les huiles essentielles a phénols ont une action caustique sur la peau

et sont hépatotoxiques.

Les huiles essentielles doivent toujours étre utilisées diluées. Il est important

de respecter la posologie et la durée de la prise [212].

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires qui ont une
toxicité par voie orale faible ou trés faible. La majorité de celles qui sont
couramment utilisées ont une DLsy comprise entre 2 et 5 g/kg (anis, I'eucalyptus et

girofle) ou, ce qui est le plus fréquent, supérieures a 5 g/kg (camomille lavande).

Les mémes observations peuvent étre faites pour les constituants des huiles
essentielles. En effet, rares ceux sont qui ont une DLsp < 2 g/kg (camphre : 1,47
g/kg et thujone: 0,2 g/kg). Ces données, testées chez I'animal, ne fournissent
que des indications relatives. Les observations cliniques chez 'homme montrent

gue des intoxications aigies sont possibles, méme lorsque la DLgg est élevée [71].
1.3.8. Notion de chémotype :

C’est une classification chimique, biologique et botanique qui désigne
la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle [1]. Ce qui
permet de distinguer une huile essentielle extraite d'une méme espece botanique
mais de composition biochimique différente [253].

Basé sur les principaux composés des huiles essentielles de romarin, trois
différentes chémotypes ont été détectés. : Le chemotype eucalyptol,

le chemotype camphre - bornéol et le chemotype a -pinéne - verbenone [138,
183, 265, 254].
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Alors que la composition chimique de I'huile essentielle de I'armoise blanche,
selon TISSERAND et YOUNG [255] a permis I'identification de sept chemotypes,
d'un point de vue chimique : Cis-Chrysanthenyl acétate, B-Thujone, a —thujone,

camphore, verbenone, a —thujone/ camphore, a —thujone / B-Thujone .
1.3.9. Domaines d’application des huiles essentielles :

Actuellement, prés de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi
lesquelles environ 300 présentent une importance commerciale dans l'industrie
pharmaceutique et thérapeutique (préparation de matiére premiére), I'industrie
cosmétique (savons, parfums, dentifrices, eaux de toilettes) ainsi que l'industrie
agro-alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons) [95, 256], en raison
d'une part, de leurs activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques
[12,257] et d’autre part, de ce que 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 [258-261].

Ces activités spécifiques sont liées aux différents composants qu’elles
contiennent. Leur composition chimique est d’'une grande complexité, ce qui les
rend inimitables car chaque huile essentielle regroupe en réalité plusieurs

substances aromatiques tres élaborées et trés différentes [220].

e En industrie pharmaceutique et thérapeutique :

L'usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné
malgré la découverte de processus de synthese organique et la naissance de
I'industrie pharmaceutique. Leurs applications dans ce domaine sont vastes. Elles
requierent de bonnes connaissances de ces substances et du fonctionnement du
corps humain [262]. Elles sont considérées comme un véritable réservoir de

molécules de base qui sont irremplacables [263].

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne et fongique.
Elles présentent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc
des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large
spectre [264].


https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Robert+Tisserand%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Rodney+Young%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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Elles sont connues pour leur activité antimicrobienne et certaines sont
classées comme des substances qui pourraient étre employées pour empécher la

croissance des microorganismes pathogénes et contaminants [259, 261].

MIGHRI et al. [31] ont prouvé que quatre chemotypes des huiles essentielles
d’armoise blanche ont une activité antibactérienne contre Bacillus subtilis

et Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella ser.

De méme, IMELOUANE et al. [45] ont trouvé que lhuile essentielle
d’armoise blanche a une activité antibactérienne vis a vis les souches Klebsiella

pneumoniae, Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Bien que, Le romarin est considéré comme l'un des épices avec une forte
activité antimicrobienne. Leur huile essentielle contenant le camphre, identifié
comme l'un des principaux composants chimiques responsables pour exercer une

activité antimicrobienne [265].

Il a été signalé que les huiles essentielles de citron, de géranium, de romarin,
d'orange et de clou de girofle ont une importante activité inhibitrice sur quatre
bactéries Gram négatif (Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris) et vis-a-vis deux bactéries Gram positif (Bacillus

subtilis et Staphylococcus aureus) [266].
e En industrie cosmétique :

Les huiles essentielles ont été répandues, pendant des siécles, comme un
des ingrédients en produits de beauté, en raison de leurs activités biologiques
intéressantes.

L’huile essentielle de romarin est largement appliquée dans l'industrie
cosmeétique pour produire diverses eaux de Cologne, essences de bain, lotions

capillaires et shampoings et comme une composante du désinfectant [267, 268].
e Enindustrie agro-alimentaire :

En plus de la saveur contribuée aux aliments, beaucoup de plantes
aromatiques et leurs huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne
et pourraient empécher la croissance des microorganismes pathogenes,

en améliorant de ce fait la sécurité alimentaire [269, 270].
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Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme
substitut dans la conservation alimentaire. Quelques travaux ont rapporté que
certaines huiles essentielles sont plus efficaces que les antioxydants synthétiques
[128].

Des études de I'équipe constituant le Laboratoire de Recherche en
Sciences Appliquées a I'Alimentation (RESALA), ont montré que I'incorporation
des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes
hachés, purées de fruit et yaourts) ou I'application par vaporisation en surface
de l'aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers)

contribuent a préserver I'aliment des phénoménes d’oxydation [271].

Le romarin a été récolté depuis longtemps pour une utilisation dans les
denrées alimentaires [133]. Egalement, ses huiles essentielles, et ses extraits
solubles dans l'eau ont été utilisés pour la conservation et I'assaisonnement des
denrées alimentaires [172]. Les activités antioxydantes et antibactériennes des
composants de base de I'huile essentielle de romarin (1,8-cinéole, a -pinéne et de

camphre) ont été démontrées [268].

TSAl et al. [163] & SLAMENOVA et al. [164] ont décrit ces produits naturels
en tant que protecteurs efficaces contre le cancer, les dommages oxydatifs et des

agents pathogénes d'origine alimentaire.
e Enindustrie des pesticides :

Dans la recherche d'alternatives aux pesticides de synthése, les huiles
essentielles de plantes aromatiques ont été largement étudiés et certains d'entre

eux sont commercialisés comme biopesticides [273].

Contrairement aux pesticides de synthése, généralement basée sur un seul
ingrédient, les huiles essentielles ont un mélange complexe de composants qui les
rendent aptes a éviter la résistance de site cible, puisque leurs composants

peuvent interagir en synergie ou additive [274].
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Les substances d'origine naturelle et plus particulierement les huiles
essentielles détiennent actuellement une place importante dans les systemes
de lutte, leur role dans la recherche phytopharmaceutique dans certains pays

du monde n'est plus a démontrer [8].

Les propriétés antimicrobiennes, insecticides, acridicides et larvicides de
I'huile essentielle de 'armoise blanche et du romarin sont bien documentés [63,
275].

En effet, il a été signalé que l'huile essentielle de romarin inhibe la
croissance de Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus [276].

De méme, Il a été monté que les huiles essentielles extraites de la plante
aromatique Artemisia herba —alba Asso. expriment un effet insecticide sur des
ravageurs des denrées stockés, Ephestia kuehniella [277].

Un insecticide / acaricide contenant de ['huile de romarin en tant
gu'ingrédient actif a été récemment introduit pour une utilisation sur les cultures

horticoles sous le nom EcoTrol ™ [8].

1.4. Stress oxydant :
1.4.1. Les especes oxygénées réactives:

L’appellation espéces oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres
de l'oxygéne (Tableau 1.1) mais aussi certains dérivés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogéne et le
peroxynitrite [278, 279].

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires,
contenant un ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches
externes. Du fait de leur caractere trés électrophile, les especes radicalaires vont
tenter de rapparier leurs électrons célibataires en agressant toute molécule

susceptible de se faire arracher un électron [280].

L’espéce agressée devient a son tour radicalaire initiant de cette fagon un
processus de réaction en chaine qui se caractérise par trois étapes ; (i) initiation,
(ii) propagation et (iii) terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule
vivante [281].
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Tableau 1.1 : Les principales especes oxygéneées réactives [278].

Nom Symbol

Espéces radicalaires

Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle OH’
Monoxyde d’azote NO’

Espéces non radicalaires

Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulier '0,

Peroxynitrite ONOO

1.4.2. Les Antioxydants :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable,
a concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats

oxydables et ainsi retarder ou empécher 'oxydation de ces substrats [282].

La nature des systémes antioxydants differe selon les tissus et les types
cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire.
Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes

enzymatiques et systémes non enzymatiques
% Systemes enzymatiques :

Il s’agit principalement de trois enzymes ; (i) la superoxyde dismutase (SOD),
(i) la catalase (CAT) et (iii) la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une
action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du 0% et du H,O-,

conduisant finalement a la formation de I'eau et de 'oxygéne moléculaire [280].
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Le mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification enzymatique

peut étre résumeé dans le schéma suivant :

N _ SOD CAT
0,————» 0 —» H,0,—————» H20 + 1403
GSH <« NADP*
GPx GR G6PD
H,0 GSSG NADPH

Figure 1.7: Mécanisme réactionnel de systeme enzymatique.

— La superoxyde dismutase (SOD) accélére la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne [283].

— La catalase agit en synergie avec la SOD, son rble est d'accélérer la
dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene
moléculaire [284].

— La glutathion peroxydase (GPx) joue un rdle tres important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne

— La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour réle de régénérer le
GSH a partir du GSSG tout en utlisant le NADPH comme un
cofacteur [284].

< Systémes non enzymatiques :

Ce groupe de systemes anti-oxydants renferme de nombreuses substances
endogenes parmi lesquelles on peut citer le glutathion, I'acide urique, la bilirubine,
la mélanine, la mélatonine, I'acide lipoique. De tous ces composés endogénes
synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit
(thiol majeur au niveau intracellulaire) [285].

La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux peroxyles et
'oxygéne singulier, protégeant ainsi I'albumine et les acides gras liés a I'albumine

des attaques radicalaires [286].
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Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme I'haptoglobine, la
ferritine, 'albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité
d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe?* /Fe®*" ou Cu®"Cu’ permettant par ce

biais de prévenir la production des radicaux libres par la réaction de Fenton [287].

Les oligoéléments Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium
et le fer sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress
oxydant. Toutes les enzymes ant i oxydantes requiérent un cofacteur pour
maintenir leur activi té catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de
manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer
et la GPx de sélénium [288].

D’autres substances exogénes apportées par I'alimentation, telles que les
vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les
caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant I'électron non

apparié, les transformant ainsi en molécules stables [281, 289].

La vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit
ou régénéré par un autre systeme. A titre d’exemple, la vitamine E est régénérée

par la vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases [289].

Des composés comme les alcaloides, les polyphénols et huiles essentielles
apportés également par l'alimentation, jouent un réle similaire de piégeurs de

radicaux libres [281].
+ Les antioxydants synthétiques :

Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG)
et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont
efficaces et moins chers que les antioxydants naturels [290]. Cependant,
I'utilisation d’antioxydants de synthése est remise en question du fait d’effets
négatifs sur la santé du consommateur (effets tératogenes, mutagenes et

canceérigenes) [291].
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1. Etude de larégion :
2.1.1. Localisation géographique :

L’étude a été menée dans la région de Djelfa. Du point de vue géographique,
elle est comprise entre 33°et 35°de latitude Nord et entre 2° et 5° de longitude Est.

Elle est caractérisée par une altitude variant de 150 m a 1613 m.

Elle se situe en pleine zone de steppe, a 300 km au sud d’Alger (derniére
ville avant I'Atlas saharien et le désert), limitée au Nord par la wilaya de Médéa et
de Tissemsilt, a I'Ouest par la wilaya de Laghouat et de Tiaret, a 'Est par la wilaya

de M’sila et de Biskra et au Sud par Ouargla et Ghardaia (Figure 2.1).

Elle couvre prés de 18.175 km? représentant 1.36% de la superficie totale du
pays [292].

Laghouat

1/1.250.000 Ghardaia
I

Figure 2.1 : Localisation géographique de la zone d’étude (wilaya de Djelfa)
[292].
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2.1.2. Sol :

La répartition des sols steppiques correspond a une mosaique compliquée
ou se mélent sols anciens, récents, dégradés et évolués. Ces sols sont en général
peu profonds, pauvres en éléments nutritifs et en matiéres organiques, avec
prédominance des sols minces de couleur grise a cause de la rareté de 'humus.
Certains sols, situés en général au niveau des dépressions, sont en revanche
relativement profonds et riches en éléments nutritifs et en matiéres organiques
[293].

2.1.3. Précipitations :

Les données fournies (Tableau 2.1) par I'Office National de Météorologie
(O.N.M.) [294] de Djelfa ont montré que le climat est semi-aride, fortement marqué

par la continentalité, I'insuffisance des précipitations et leur irrégularite.

En effet, les précipitations annuelles moyennes oscillent entre 200
et 400 mm. Les pluies tombent le plus souvent sous forme d’averses orageuses et
torrentielles, quelquefois mélées a la gréle. Le nombre de jours de pluie varie
entre 37 et 80 par an [293].

Tableau 2.1: Répartition des précipitations moyennes mensuelles
(Djelfa : décennie 2003- 2013) [294].

Mois |Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui | Juit | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc

'(DJe'f";‘ 26.7 | 235| 125|328 (307|156 | 13.2 | 04.7 | 150 | 11.0 | 20.1 | 49.0
mm
Nombre | 45 | 10 | 09 | 08 | 07 | 00 | 05 | 04 | 02 | 04 | 10 | 10
de jours

Les valeurs de la moyenne mensuelle des précipitations pour la décennie
(2003- 2013), ont montré que les précipitations les plus importantes sont
enregistrées au cours de la période allant de Novembre a Mai dont le mois le plus
pluvieux est Décembre avec une moyennne de 49 mm. Alors que la période séche

apparait a partir du mois de Juin avec un minimum en Aout de 4.7 mm.
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2.1.4. Temperature :

Les températures maximales des mois les plus froids sont comprises entre
1.8°C et 1.9°C, tandis que les températures maximales du mois le plus chaud
dépassent 37°C. Le nombre de jours de gelée peut atteindre 40. L’amplitude

thermique annuelle est généralement supérieure a 20°C [293].

Tableau 2.2 : Températures moyennes mensuelles (°C)
(Djelfa : décennie 2003- 2013) [294].

Mois | Jan | Fév | Mar | Avr | Mai | Jui | Juit | Aou | Sep | Oct | Nov | Déc

Max | 0.17 | 00.1 | 04.8 | 06.4 | 09.5|13.9|19.1 |16.8|15.0| 13.6 | 04.0 | 0.05

Min | 0.97 | 09.3 | 145 |195|22.0|29.0|33.8|323|27.8|26.1|12.6| 09.6

Moy | 0.51|04.1|09.4|13.0|155|21.8|26.7|24.7|21.4|19.7|08.0| 04.6

2.2. Materiel utilisé :
2.2.1. Matériel biologique :
< Matériel végétal :

L’étude a été réalisée sur des feuilles d’'armoise blanche Artemisia herba

alba Asso. et du romarin Rosmarinus officinalis L. (Figure 2.2).

Figure 2.2 : Vue générale des touffes a Djelfa.

a: Artemisia herba alba Asso. b: Rosmarinus officinalis L.
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L’identification des plantes s’est faite par DJAB ALLAH Fatima, botaniste a
INRF (Institut National de Réservation Forestiére) a Djelfa et par I'équipe
botanique de I'Institut National d’Agronomie El-Harach-Alger, en se référant a
QUEZEL et SANTA [16].

La récolte s’est effectuée au mois d’Avril 2012 dans la région de Dijelfa
(Djebal Géiga altitude de 1200 m). Les échantillons ont été séchés dans un
endroit sec, a température ambiante pendant une semaine pour éviter le
développement des microorganismes et a I'abri de la lumiére afin de garder

I'aspect biochimique des molécules.

Aprés la détermination du taux d’humidité, les feuilles de chaque plante ont
été broyées, a l'aide d’un broyeur (type Medicalex). Une poudre verdatre est
obtenue et conservée soigneusement dans des bocaux bruns et hermétiquement

fermés ou ils sont placés dans un endroit sec.
+*+ Micro- organismes

L’activité antimicrobienne et biopesticide des huiles essentielles étudiées a
eté réalisée, au niveau de I'hdpital spécialisé militaire a Bouchaoui, sur huit

microorganismes référenciées (Tableau 2.3).

Tableau 2.3: Micro-organismes testeés.

Bactéries gram négatif

Escherichia coli ATCC 10536
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniea ATCC 27888
Bactéries gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 65388
Bacillus subtilis ATCC 66333
Levure
Candida albicans ATCC 10235
Champignons
Aspergilus niger ATCC 10619

Fusarium oxysporum ATCC 10328
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+« Matériel non biologique :

La verrerie, I'appareillage et les réactifs utilisés sont mentionnés dans

I’Appendice A.
2.3. Méthodes d’étude :
2.3.1. Taux d’humidité :

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation [295].
La détermination de taux d’humidité a été effectuée selon la méthode décrite par
BOUKSSAIM [296] et AOAC [297] : Pour cela, des capsules contenant une masse
de 5 g + 0,01g de feuilles séchées des différents échantillons ont été mises dans
une étuve de type Binder a 105 + 5°C pendant 24 heures. A la sortie de I'étuve,
les capsules sont refroidies dans un dessiccateur. La pesée est réalisée chaque 3
heures jusqu’a I'obtention d’un poids constant. La moyenne des pertes en poids

est calculée et le taux d’humidité est déterminé par la formule suivante:

P, —P
H:(l )><100
p;

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

P : Masse de I'échantillon aprés séchage en étuve (g).
2.3.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation :

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée au niveau du Laboratoire
de recherche sur les Produits Bioactifs et Valorisation de la Biomasse, Ecole

Normale Supérieure de Kouba, Alger.

L’obtention des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans
un appareil de type Clevenger (Figure 2.3) [298]. La méthode appliquée est celle
décrite dans la PHARMACOPEE EUROPEENNE [299]. Une masse de 100 g de
de matériel végétal sec est immergée dans 500 ml de I'eau distillée dans un ballon
de 2 litres, avec ajout de quelgues grains de pierre ponce. Le mélange est ensuite
porte a ébullition. La durée d’extraction est de I'ordre de trois heures en moyenne,

apres la récupération de la premiere goutte de distillat.
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L’huile essentielle obtenue, moins dense que I'eau, est récupérée dans un

petit flacon opaque et conservée a 4 °C a I'obscurité en présence de sulfate de

magnésium (MgSO4) anhydre, pour éliminer les traces d’eau.

Figure 2.3 : Montage de I'hydrodistillation (type Clevenger).

2.3.3. Rendement en huiles essentielles :

Le rendement en huiles essentielles, est exprimé par le volume de I'huile

essentielle obtenue en millilitre par rapport a 100 g de la matiere séche. Il est

donné par I'’équation suivante [300] :

v
RAt(%) = [ﬂ X 100]
mS

Rdt (%) : rendement en huile essentielle.

Ve : volume d'huile essentielle recueilli (ml).

Ms : masse vegetale seche (g).
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2.3.4. Contr6le physico-chimique :

Selon les recommandations de TAFSSAPS., les Pharmacopées Européenne
et Francaise et la norme ISO, les contrdles physico-chimiques des huiles
essentielles sont nécessaires pour évaluer leur qualité a savoir : La densité

relative, l'indice de réfraction, le pouvoir rotatoire et I'indice d’acide.

< Mesure de la densité relative :

La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain
volume de cette substance a 20 + 1°C et la masse d’'un volume égal d’eau a la

méme température [179].

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE [299], le pycnométre
est remplit avec de l'eau distillée, puis sa masse est mesurée a l'aide d’'une
balance hydrostatique. Une pesée du méme volume d’huile essentielle est

effectuée. La densité relative est calculée selon la formule suivante :

dyp = ml/ m,

due : Densité de 'huile essentielle.
m; : Masse en gramme d’un volume d’huile essentielle.

m, : Masse en gramme du méme volume d’eau distillée.

+» Mesure de I'indice de réfraction :

L’indice de réfraction d’'un milieu est le rapport de la vitesse de la lumiére
dans le vide et de la vitesse de la lumiere dans ce milieu. Il détermine les
propriétés optiques d’'une substance et se mesure a l'aide d'un réfractométre
[301].

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE [299], lindice de
réfraction consiste a étalonner le réfractométre avec de I'eau distillée. Ensuite,
mettre quelques gouttes d’huile essentielle dans I'appareil. Le réfractométre est
réglé jusqu’'a ce qu'il se stabilise et donne des lectures au minimum a la troisieme

décimale pres.
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+» Mesure du pouvoir rotatoire :

Lorsqu’une solution aqueuse est traversée par un faisceau de lumiere
polarisé, le plan de polarisation de la lumiére s’oriente vers un 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 I'activité optique de la

substance.

La solution aqueuse, est positive lorsque le plan de polarisation de la lumiere
tourne vers la droite (dextrogyre), et négative (lévogyre) lorsqu’il tourne vers la
gauche [181].

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE [291], on détermine
le zéro du polarimetre avec le tube fermé vide et on remplit ensuite le tube avec
I'huile essentielle. Le calcul du pouvoir rotatoire s’effectue selon la formule

suivante :

D _
[a] /1 x Py,

[a]°® : Pouvoir rotatoire de I'huile essentielle.

a : Angle de rotation en degré lu a 20 + 0,5°C.
£ : Longueur en décimétre du tube polarimétrique.
Pyg . Densité relative de 'huile essentielle.

+» Mesure de I'indice d’acide :

L’indice d’acide (lp) est la masse en mg d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de
substance [179].

Selon la norme de la PHARMACOPEE EUROPEENNE [291], on met dans
un bécher 1 gramme d’huile essentielle, auquel est ajouté 5 ml d’'un mélange a
volume égal d’éthanol et d’éther avec quelques gouttes de phénolphtaléine. Le
mélange est neutralisé par I'hydroxyde de potassium 0.1 M contenu dans la

burette.
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La neutralisation est terminée lorsque la couleur rose persiste pendant 15

secondes au moins. L’indice d’acide est calculé selon la formule suivante :

I, = 5,61 X n/m

Ia : Indice d’acide.
n : Volume de KOH 0.1 M consommeé au cour de titrage.

m : Masse en gramme de I'huile essentielle
2.3.5. Identification des huiles essentielles par CG/MS :

La CPG/MS, permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un
ensemble de spectres de masse (MS) correspondants a chaque pic
chromatographique, ce qui permet lidentification précise de la majorité des

constituants sépareés par la chromatographie phase gazeuse (CPG) [298].
v' 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 ym. couplé a un

spectrometre 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 l'injection se fait en mode Split avec un volume de 1 ul 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.
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La fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de 70
ev, en mode : Balayage 80-600 yma. Analyseur : quadripble L’appareil est relié a
un systeme informatique gérant une bibliotheque de spectre de masse. Le temps

d’analyse est de 40 mn.

La combinaison de ces deux techniques d’analyse CPG/MS permet de
séparer les composants de I'échantillon et d’identifier chague composant en
comparant leurs temps de rétentions relatifs et leurs spectres de masse avec les
bases de données standards (ADAMS 2007).

2.3.6. Activité antimicrobienne et biopesticide:

L’activité antimicrobienne et biopesticide a été réalisé au niveau de I'hdpital

spécialisé militaire de Bouchaoui.

Les méthodes d’évaluation de l'activité antimicrobienne et biopesticide des
huiles essentielles sont : la méthode de diffusion dans I'agar et la méthode de

contact direct par dilution en milieu gélosé.
e Méthode de diffusion dans I’lagar ou Aromatogramme :

Cette méthode consiste en la réalisation d’'un aromatogramme dans le but de
déterminer la sensibilité des différentes souches microbiennes vis-a-vis des huiles

essentielles [302].

L’aromatogramme est une méthode inspirée de I'antibiogramme qui permet

déterminer I'activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles [264].

Le principe de l'aromatogramme repose sur la compétition entre la
croissance d’'une souche microbienne et la diffusion d’une huile essentielle dans
un milieu gélosé a partir d’'un support en papier pré-imprégné [303]. Il consiste en

la détermination des diamétres des zones d’inhibition [235].

La méthode utilisée dans cette étude pour évaluer I'activité antimicrobienne

des huiles essentielles, est celle décrite par IMELOUANE et al. [45].
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Une suspension microbienne de densité équivalente au standard 0,5 de Mac
Farland (10° UFC/ml) est préparée dans une solution saline (0,9% NacCl).
Les boites de Pétri contenant le milieu de culture gélosé (Mueller Hinton pour les
bactéries et Sabouraud pour la levure et PDA pour les champignons) sont
ensemenceées en strie avec 100ul de l'inoculum. A la surface de chaque boite, un
disque de papier filtre (Wattman n°4) stérile de 6 mm de diamétre imbibé avec
15 pl des huiles essentielles pures est déposé. Les boites sont laissées une heure
a température ambiante pour permettre la diffusion de I'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. Apres incubation, le diameétre

d’inhibition est mesuré en millimétres, disque inclus.
% Méthode de contact direct par dilution en milieu gélosé :

La méthode de dilution en gélose permet d’évaluer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) des agents antimicrobiens. La CMI est définie comme étant la
plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible a I'ceil

nu apres incubation [304-306].
La méthode utilisée est celle proposée par GHAZGHAZ et AOUADHI [307].

Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles a I'eau et donc au milieu
de culture, la mise en émulsion a été réalisée grace a une solution d’agar a 0,2 %

afin de favoriser le contact germe/composé.

Des boites de Pétri contenant différentes concentrations d'huile essentielle

allant de 0,003% jusqu’a 2,5 % (v/v) ont été inoculées avec la souche testée.

La culture bactérienne utilisée a été diluée dans une solution saline
(0,9 % NaCl) pour l'obtention d’'une densité d’inoculum de 10° UFC (Unités
Formant Colonie) / ml. 100 ul de chaque culture diluée ont été ensemencé sur

la surface de la gélose solidifiée.

Les boites non inoculées contenant de [lhuile essentielle ont servi
comme contr6le négatif. Les boites d'essai et de contrdle ont ensuite été
incubées pendant 24 h a 37 + 2°C. Pour chaque traitement, l'absence de

colonies a été considérée comme un effet inhibiteur.
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2.3.7. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante des huiles essentielles d’armoise blanche et du
romarin a été effectuée au niveau du laboratoire de recherche sur les Produits
Bioactifs et Valorisation de la Biomasse a I'école normale supérieure de Kouba,
(Alger).

Afin d’évaluer I'activité antioxydante des huiles essentielles testées, trois
méthodes basées sur trois principes différents sont réalisées car les résultats
d’'une seule méthode ne peuvent pas identifier tous les mécanismes possibles

caractérisant un antioxydant [308].

Comme il n'existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un
composeé, les résultats sont souvent portés par rapport a des antioxydants de

référence a savoir : I'acide ascorbique (vitamine C), le BHT (butyl-hydroxy-
toluene) et le BHA (butyl-hydroxy- anisole) [309, 310].

Un contréle négatif est effectué dans les mémes conditions pour chaque

méthode.
+ Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Le test de piégeage du DPPH est 'un des méthodes les plus utilisées

pour déterminer I'activité antiradicalaire des extraits de plantes [311].

Cette méthode est basée sur la réduction du radical libore DPPH- (2,2-
diphényle-1picrylhydrazyle) qui posséde un électron non apparié sur un atome du

pont d’azote (Figure 2.4).

Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas
des dimeres et le DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a
température ordinaire. Cette délocalisation donne également lieu a la couleur
violette foncée, caractérisée par une absorbance dans une solution d'éthanol

centrée a environ 517 nm [312-314].
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Quand une solution de DPPH (DPPH-) est mélangée avec une substance
antioxydante qui peut cédée 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 péle (Figure 2.4) [315, 316].

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 [317].

1 @\ Q @\ Q 2
N N
| + Antioxydant -O —— | + Antioxydant-O.
N, NH
- NO, \ij/ NO, NO, \©/ NO, :
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 2.4 : Réaction de réduction d’un radical DPPH en présence d’un
antioxydant [309,318].

La méthode utilisée pour I'évaluation de l'activité antioxydante des huiles
essentielles d’armoise blanche et du romarin est celle proposée par
SUBRAMANION et al. [319] et SHARMA et al. [320] avec quelques modifications:

La solution de DPPH (2,2-diphényl-di-picrylhydrazyl) est obtenue en
dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de I'’éthanol (EtOH). Les échantillons
des huiles essentielles ont été préparés par dissolution dans I'éthanol absolu
(EtOH) a raison de 80mg/ml. Ces solutions, dites solutions meres, ont subis
ensuite des dilutions pour arriver a des concentrations allant de 0.04 & 32 mg/ml.

Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution précédente de DPPH

(0.04%) avec 1ml de I'huile a tester a différentes concentrations.

Les antioxydants de référence ou le controle positif (BHT, BHA et Vit C) ont
été aussi préparé selon la méme méthode a raison de 0,2 mg/ml. Le contrble
négatif est constitué de 1 ml de la solution DPPH et 1 ml de I'éthanol absolu
(EtOH).
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Aprés une période d’incubation de 30 minutes, a une température du
laboratoire (22 + 2°C) et a I'abri de la lumiére et de 'O, atmosphérique, la mesure

de 'absorbance a été effectuée a 517 nm [321, 322].

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages

d’inhibition en utilisant la formule suivante [323, 324]:

1% = 100 X [A blanc — Aschantilion /A

blanc

1% : Activité antioxydante.
Avianc : Absorbance du contréle négatif.

A &chantilon - 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 la ECsy (autrement

appelée ICsp), exprimée en mg de substrat/ml de DPPH.

C’est la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration
du DPPHe- initial de 50% [325-327]. Il peut étre aussi défini comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activit¢ de DPPH
(couleur) [326]

L’activité antioxydante de I'huile essentielle est déduite graphiquement par la
régression linéaire [326, 329]. Cette valeur est comparée a celle trouvée par les
antioxydants standards (BHT, BHA, vitamine C).

En effet, pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, des parametres
cinétiques sont mesurés, tels que le TECsq, la constante de vitesse de la réaction

ou le coefficient directeur de la courbe cinétique [325, 330, 331].
Détermination du temps d’équilibre :

La cinétique des réactions des huiles essentielles testées avec le DPPH- a
été examinée a I'ECso.Le parametre TECso est défini comme le temps atteint a
I'équilibre avec une concentration d'antioxydant égale a 'ECs,. Ce temps est

calculé graphiquement [326, 332].
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L’estimation de TCEsg permet d’introduire la classification suivante [310, 325,
333]:

— TECs0 < 5 min (réaction rapide).

— TECsp entre 5-30 min (réaction intermédiaire).

TECso > 30 min (réaction lente).

Détermination de I’efficacité antiradicalaire EAR :

L’'indice de [lefficacité antiradicalaire relie la concentration du DPPH-
et le temps TECsy dans [l'essai avec la concentration effective ECso de
I'échantillon qui résulte dans un parameétre constant pour chaque solution. |l est

déterminé par la formule suivante [328, 334] :

EAR= ——————
ECsy X TECs,

EAR : Efficacité antiradicalaire.
ECso : Concentration Effective médiane.

TECso : Temps atteint a I'équilibre.

L’activité antiradicalaire des solutions testées a été estimée, en se basant
sur la classification proposée par POPOVICI et al. [310] et SANCHEZ
MORENO et al. [335] comme suit :

Faible pour EAR<1.107,

Intermédiaire entre 1.1073- 5.1073,
Elevée entre 5.103-10.107.
Trés élevée pour EAR>10.107,

% Méthode de blanchissement de B-caroténe :

Cette technique de spectrophotométrie dans l'ultraviolet consiste a mesurer
l'inhibition des composés organiques volatils et les hydro-peroxydes conjugués
diéne résultant de I'oxydation de I'acide linoléique, ou a mesurer la décoloration de
B-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de I’acide
linoléique & 470 nm [19, 311, 336, 337].
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Selon LAGUERRE et al. [311], 'oxydation de 'acide linoléique est catalysée
par la chaleur (50 + 5°C) de maniére non spécifique. La dispersion de l'acide
linoléique et du B-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du Tween 40.
L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux induits un retard
de la cinétique de décoloration du B-carotene. Si la couleur jaune persiste, cela

indique la présence de substances antioxydantes [291, 311].

L’activité antioxydante des échantillons testés a été évaluée selon la
méthode décrite par TEPE et al. [336], ATHAMENA et al. [337] & M'HIR et al.
[338]: 2 mg de B- caroténe ont été dissous dans 1 ml de chloroforme. La solution
obtenue a été introduite dans un ballon contenant 2 mg d’acide linoléique et 200

mg de Tween 40.

Apres évaporation du chloroforme par le rotavapeur sous vide a 40 + 2°C,
100 ml d’eau distillée saturée en oxygéne ont été ajoutés avec agitation

vigoureuse a l'aide d’un vortex.

De cette nouvelle solution 2.5 ml sont transférés dans des tubes a essali,
et 350ul de chaque échantillon (huiles essentielles étudiées, BHA, BHT et Vit C)
a raison de 2g/l sont ajoutés.

Le contrle négatif contient tous les réactifs a I'exception de I'échantillon a
tester qui est remplacé par un volume égale de I'éthanol (350 pl). L’incubation des

tubes se fait a I'obscurité pendant 48 heures, dans un bain-Marie a 50+5°C.

La cinétique de décoloration de I'émulsion a été suivi a des intervalles de
temps réguliers pendant 48 heures (to, 1, 2, 3, 4, 5, 24 et 48 h ), a une longueur
d'onde de 470 nm. L’activité antioxydante relative des échantillons étudiés (AAR)
est calculée selon la formule donnée par HIMED et BARKAT [339] :

AAR = (Abséchantillon/AbSBHT) x 100

AAR : Activité anti-oxydante relative.
ADS ¢chantillon : Absorbance de I'échantillon aprés 48 heures.

Abs g7 : Absorbance du BHT apres 48 heures.
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« Méthode FRAP (Ferric reducing antioxydant power) :

La méthode de réduction du fer ferrique est un essai simple, rapide et
reproductible [329]. Elle est universelle, peut étre appliquée aussi bien chez les
plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux [329, 340].
Le test sur le pouvoir réducteur est la capacité d'une molécule a réduire un

oxydant en lui cédant un électron [341].

Cette méthode congue par OYAIZU [342] est basée sur la réduction du fer
ferrique Fe** présent dans le complexe ferrocyanure de potassium KzFe (CN)g
en fer ferreux Fe®* en présence des réducteurs dans les extraits des plantes [329,
343, 344]. Le Fe* participe & la formation du radical hydroxyle par la réaction de
Fenton [344]. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant
'augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700
nm [329, 345]. Une augmentation de [I'absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés [344].

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les échantillons & testés a été
déterminé selon la méthode décrite par BOUGANDOURA et BENDIMERAD [329],
BOURKHIS et al. [291] et DOUKANI & al. [344]:

Dans un tube a essai contenant 1 ml de solution d’échantillon sont ajoutés
2,5 ml de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) puis 2,5 ml de ferrocyanure de
potassium [KzFe (CN) g] (10g/l). L'ensemble est chauffé a 50 £ 2 °C au bain Marie
pendant 20 minutes. Un volume de 2,5 ml d’acide trichloracétique (100 g/l) est
ensuite ajouté et le mélange est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes.
Enfin, 2,5 ml du surnageant ont été mélangés avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml

de chlorure ferrique [FeClz] (1 g /).

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un
blanc préalablement préparé, en remplagant I'échantillon par I'eau distillée qui
permet de calibrer 'appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard (BHT, BHA, vitamine C)
dont 'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des échantillons testés.



62

2.3.9. Analyses statistiques :

Toutes les mesures expérimentales ont été répétées trois fois et sont
exprimées en tant que moyenne + SD (écart-type de trois mesures) en utilisant le
logiciel Excel 2013. La détermination graphique des ECso des différents standards

et des huiles essentielles est effectuée par le logiciel (Origin 8).
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Taux d’humidité de la matiére végétale :

La détermination de taux d’humidité des feuilles séchées a 'ombre durant
une semaine de I'armoise blanche et du romarin a révélé un taux respectivement
de 5,44 £ 0,17 % et de 6,12 = 0,11 %. Ce qui signifie que 94,56 + 0,17%
et 93,88 + 0,11%, respectivement, représentent le taux des matieres seches de
nos échantillons ayant servi réellement a I'extraction des huiles essentielles
(Figures 3.1 et 3.2).

- 544% ~612%
eau eau
matiére matiére
séche séche
93,88%
94,56%
Figure 3.1 : Taux d’humidité des feuilles Figure 3.2 : Taux d’humidité des feuilles
séchées d’armoise blanche. séchées de romarin.

Selon la norme ISO 662 [346], ces taux sont nettement inférieurs a 12%,
cela montre que la matiere végétale analysée a été séchée et conservée dans
de bonnes conditions, ce qui rend, par conséquent, les résultats de nos analyses

phytochimiques plus fiables.

Plusieurs recherches bibliographiqgues ont montré qu’'un bon séchage
de plantes aromatiques est fondamental pour I'extraction des huiles essentielles
[83], en raison de son influence significative sur le rendement et la composition
des huiles essentielles [347-350].
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KHORSHIDI et al. [83] & SINGH [351] ont prouvé que le séchage réduit
I'numidité a un niveau qui empéche leurs détérioration, permettant ainsi un
stockage dans un état stable pour une utilisation ultérieure.

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 [352].

Selon les travaux de DABIRE et al. [353], le temps de séchage influence
énormément le rendement en huiles essentielles. En effet, au bout de 7 jours
de séchage a I'ombre le rendement est optimum [83, 354, 355] et au-dela du
14°™ jour le rendement en huile essentielle est trés faible et devient insignifiant
[353].

Dans ce sens BENJILALI et al. [356] ont trouvé que la teneur en huiles
essentielles des feuilles de romarin séchées a 'ombre pendant une semaine est

quatre fois plus importante que celle d’'une plante fraiche.

L’augmentation de la teneur en huiles essentielles avec le séchage
s'expliquerait par une activité physiologique (réactions enzymatiques) importante.
La biosynthese des huiles essentielles continue et s'accélere aprés la récolte du
matériel végétal en réponse au stress hydrique [300].

Toutefois, lors du séchage, une plante aromatique pourrait perdre une partie
de son huile essentielle par volatilisation. Ces pertes sont d'autant plus

importantes que la durée de séchage est longue [300, 356].

MIGHRI et al. [357] ont signalé que la teneur en huiles essentielles

de 'armoise blanche a diminué le long de la période de séchage de 2,5% a 1,8%.

Le procédé de séchage a également eu un effet significatif sur la proportion

des différents composants des huiles essentielles [83].

Le terme «perte au séchage» est une signification similaire a la teneur en
humidité. Néanmoins, puisque les produits a base de plantes sont un mélange
complexe de substances chimiques, de nhombreuses autres substances volatiles
en dehors de I'eau peuvent étre présents dans le produit séché. Ainsi, la perte lors
de séchage comprend les pertes d'eau et d'autres composés volatils dans

les échantillons [358].
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3.2. Rendement en huiles essentielles :

Les rendements moyens en huiles essentielles d’armoise blanche
et de romarin sont exprimés en ml par rapport a 100 g de matiere végétale séche
(Figure 3.3).

1,4 -
1,2
1,2 -
1 -
N 0,8
S 08 -
=
3 0,6 -
c
(0]
@ 0,4 -
0,2 -
0
Armoise blanche Romarin

Figure 3.3 : Rendements en huiles essentielles.

Le rendement moyen en huiles essentielles d’Artemisia herba -alba Asso,
obtenu par hydrodisstilation (type Cleavenger), est de l'ordre de 0.8 £+ 0.05 %
(v/p). En comparaison, avec les résultats de I'étude faite par notre équipe du
laboratoire de biotechnologie des productions végétales, ce rendement est
supérieur a celui de la région de M’sila (0.7 £ 0.12 % v/p).

Cependant, le rendement moyen en huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis L. est de l'ordre de 1.2 + 0.01 % (v/p).

Il est Iégérement inférieur au rendement obtenu dans une étude antérieure
faite par notre équipe du laboratoire de biotechnologie des productions végétales,
dans la région de M’sila (1.4 £ 0.13 % v/p).

Les rendements en huiles essentielles enregistrés dans la présente étude
étaient dans les plages décrites dans la littérature [0.16—4.9% (v/p) pour 'armoise

blanche et 0.1-3% (v/p) pour le romarin, (Tableau 3.1 et Tableau 3.2)]


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535212001104#t0005
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Les variabilités de rendement en huiles essentielles est attribuée a plusieurs
facteurs a savoir : l'origine (Tableau 3.1 et 3.2), les conditions pédoclimatiques et

édaphiques de la zone de croissance [34,144, 359].

En effet, Des études antérieures menées par JORDAN et al. [360] et
JORDAN et al. [361] ont décrit I'effet de la zone bioclimatique sur le rendement en
huiles essentielles. Les faibles indices de thermicité dans une zone de croissance

accordée favorisent la production de I'huile essentielle.

En Tunisie, des populations d’Artemisia herba-alba Asso. provenant de deux
étages climatiques (semi- aride et aride) ont donné un rendement en huiles

essentielles qui varient entre 1.2 % v/p et 4.9 % v/p [362].

De méme, six populations de Rosmarinus officinalis L. (var. typicus et var.
troglodytorum) provenant de trois étages climatiques (sub-humide, semi- aride
et aride) ont donné un rendement en huiles essentielles qui varient entre 1.17%
(vIp) et 2.7% (v/p) [254].

Aussi, le rendement est tributaire de la température, 'humidité relative,
la durée totale d’insolation et le régime des vents exercent une influence directe,
surtout chez les espéces qui possedent des structures histologiques

superficielles [222].

Les fluctuations et variations constatées dans le rendement peuvent
étre attribuées non seulement a l'origine de la plante mais également a la plante
elle-méme (le stade phénologique, la période de la récolte et la partie utilisée)
[34, 183, 254].

En effet, pour le rendement en huiles essentielles extraites des feuilles
récoltées a différents stades phénologiques. OZCAN et CHALCHAT [152],
WANNES et al. [199], ZAOUALI et al. [254] & HAMROUNI-SELLAMI et al. [363]
ont affirmé que le romarin fourni le rendement le plus élevé en huiles essentielles
au stade de la floraison, tandis que SINGH et GULERIA, [364] ont constaté que la
phase de maturation produit le plus en huiles essentielles. De méme pour
I'armoise blanche, MIGHRI et al. [365] ont affirmé que cette derniére fourni le

rendement le plus élevé en huiles essentielles au stade de la floraison.


http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S092666901300191X?np=y#bib0095
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1878535212001104#b0090

Tableau 3.1: Rendement en huiles essentielles de I'’Armoise blanche.

67

Pays Région Méthodes Période de récolte Organe Rendement Références
d’extraction v/p
Bnifouda T Novembre 2008 0.79
L Hydrodistillation . :
Algérie Bougaa Y (leple ! Juillet 2008 Partie 0.94 [18]
(M'sila) Boussaada Octobre 2008 aerienne 0.72
Clevenger)
Boutaleb Novembre 2008 0.16
Algérie Biskra Entrainementa | gooppe 2009 | SOMMItEs 0.95 23]
la vapeur fleuries
Gafsa T
(les montagnes Hydr(z_(lj_lstlélatlon Janvier 2009 Feuilles 1.45 [30]
de Ayaycha) Clevgrpl)ger) etfleurs
Zone semi-aride T Partie 1.2
Tunisie Zone aride Hydrodistillation aérienne 4.9 [362]
18 Proven_a_nces Hydrodistillation - E’qrtle 0.68-1.93 [27]
Sud tunisien aerienne
T Feuilles,
Jordanie i Hydrodistillation . fleurs, 1.3 [366]
tiges
. Hydrodistillation Septembre 2008 Partie 0.56
Guercif (Type Mars 2008 aérienne 0.86 [34]
Clevenger) Juin 2008 1.23
Maroc P TR
Hydrodistillation artie [275]
Ouarzazate (Type - agrienne 1.2
Clevenger)




Tableau 3.2 : Rendement en huiles essentielles du romarin.
Pays Région Méthodes Période de Organe Rendement Références
d’extraction récolte (%) vip
Kherrata 0.35
Bibans Hydrodistillation partie 0.30
N Boutaleb (Type Clevenger) | Octobre 2012 | 2. ° 0.20
Algerie Agmeroual 0.10 [367]
N’'gaous 0.25
Bossaada 0.15
El Ayat Hydrodistillation partie 0.5
- ;- [368, 369]
(Type Clevenger) aerienne 59
Debdou '
. : 1.29
Rchida partie
Hydrodistillation Mars 2010 aérienne 187 [95]
Berkine (Type Clevenger) '
Maroc
Aknoul 221
Taffergoust Hydrodistillation Mars 2009 Feuilles 0.54 [85]
région (Type Clevenger)
montagneuse
Meknés- Hydrodistillation Aout 2009 feuilles et 2.68 [370]
Tafilalet (Type Clevenger) bourgeons




Sidi Bouzid 1.25
tilati Partie 371
Zaghouan hydrodistilation Mars 2008 aérienne 1.27 [371]
Tunisie Bizerte 1.35
Sub-humide
— Hydrodistillation Partie - [254]
Semi-aride (Type Clevenger) } aérienne \1/air|7eeetnztr$
Aride ' |
Turquie Konya - - 3 1.9 [152]
Iran Kerman Hydrodistillation Mai 2008 Les feilles 39 [75]
province (Type Clevenger)
Thermo- Eté 1.9
medetéranéen : :
Hydrodistillation Printemps partie 1.3 [360]
Super- (Type Clevenger) Ete aerenne 3.0
Espagne | mediteranéen Printemps 18
(Murcie The,rmo-, 1.74
medetéranéen i (361]
Meso- T Entre Juillet et partie 2 44
medetéranéen (_?ydéogizslit'oer;) Aout aerienne '
Super- yp 9 258

mediteranéen

69
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Dans la région de Guergif (Maroc), GHANMI et al. [34] ont montré que
le rendement en huiles essentielles de I'espéce d’Artemisia herba-alba varie en

fonction de la période de récolte.

Selon JORDAN et al. [360] et JORDAN et al. [361] le meilleur rendement en
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. est trouvé en été, coincide avec la
haute température et la plus photopériode. Ces mémes auteurs révelent que I'été

est le meilleur moment pour exploiter les huiles de romarin.

L’extraction que nous avons effectuée a été faite au mois d’Avril caractérisé
par une photopériode optimale propice a la biosynthese des huiles

essentielles.

La méthode d’extraction utilisée [372, 373], la méthode et la durée de
séchage [222] et les pratiques culturelles (le désherbage et les amendements)

[222, 374, 375] peuvent aussi influencer le rendement en huiles essentielles.

En effet, OKOH et al. [412] ont étudié l'effet des différents procédés
d'extraction sur le rendement de ['huile essentielle de romarin (Rosmarinus
officinalis L.) par hydro-distillation et par micro-ondes sans solvant (SFME).
Les rendements totaux des fractions volatiles obtenues par hydro-distillation
et SFME étaient 0,31 % et 0,39 %, respectivement.

Pour les pratiques culturelles, les amendements contribuent a 'augmentation
de la masse végétale et donc celui du rendement en huiles essentielles. C’est ce
qui en ressort d'une étude brésilienne sur l'impact de I'engrais organique sur
Rosmarinus officinalis L. mesurée par le rendement et la qualité de I'huile. Les
traitements en utilisant des engrais organiques a base d'extraits d'algues ont
provoqué une augmentation significative de rendement en huiles essentielles et

de la surface foliaire, indépendamment de la méthode d'application [376].

Aussi, un effet positif sur 'augmentation du rendement pourra étre fait
soit en privilégiant une culture intercalaire ou encore I'apport de la paille
[222].

MOUMNI et al. [377] et DUTTA et al. [378] ont attribué la différence en

rendement a un déterminisme génétique au niveau de la plante.
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En effet, des armoises blanches domestiquées dans les mémes conditions
climatiques, édaphiques et hydriques, leurs rendements en huile essentielle

varient d’'une maniére notable d’'une accession a une autre.

3.3. Caractéristigues organoleptigues des huiles essentielles :

A lissue des distillations, les différentes caractéristiques organoleptiques des
huiles essentielles de l'armoise blanche et de romarin sont regroupées

respectivement dans les tableaux (3.3 et 3.4) et les figures (3.4 et 3.5).

Tableau 3.3 : Propriétés organoleptiques de I'huile essentielle de I'armoise

blanche analysée.

Caractéristiques Huile essentielle analysée IMELOUANE et al. [45]
Aspect Liquide fluide liquide
Couleur Jaune foncé jaune.
Caractéristique, fraiche, pénétrante, agréable
Odeur ., ; 8 PR
pénétrante, camphrée. herbacée caractéristique
de la plante.

Tableau 3.4 : Propriétés organoleptiques de I'huile essentielle de romarin

analysée.
Huile Pharmacopée HILAN et
Caractéristiques essentielle Européenne al, [379] AFNOR [172]
analysée [302]
Aspect I._|qu_|de Liquide limpide I_|qU|Qe Liquide mobile
limpide. limpide
Incolore a jaune incolore a
Couleur Jaune péle pale jaune jaune péale
pale
Caractéristique Caractéristique
Odeur , Fraiche, Odeur trés , Fraiche, +/-
pénétrante, caractéristique marquée camphrée
Camphrée. selon l'origine

Les paramétres organoleptiques de I'huile essentielle de romarin obtenue
sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes PHARMACOPEE
EUROPEENNE [302], AFNOR, [172] et les travaux donnés par HILAN et al. [379].
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Quant a I'huile essentielle d’Armoise blanche obtenue sont en accord avec
ceux donnés par les travaux d'IMELOUANE et al. [45].

Couleur
9 jaune

Couleur
<—— | Jaune pale

Figure 3.4 : Huile essentielle de

Figure 3.5 : Huile essentielle de
I’'armoise blanche

romarin

3.4. Caractéristigues physico-chimiques des huiles essentielles :

Les spécificités physico-chimiques des huiles essentielles d’armoise blanche
et de romarin sont consignées dans les tableaux (3.5 et 3.6).

Tableau 3.5 : Propriétés physico-chimiques de I'huile essentielle
de 'Armoise blanche.

Caractéristiques Huile essentielle SHAKHNOZA et al. [380]
analysée
Pouvoir rotatoire +3° -12.2° a + 3.88°
Indice de réfraction 1.4651 1.4653 - 1.4676
Densité relative 0.9272 0.9257-0.9288
Indice d’acide 0.9

2.72

Tableau 3.6 : Propriétés physico-chimiques de I'huile essentielle de romarin.

Huile Pharmacopee | | es valeurs

Caractéristiques | essentielle | Européenne | ONIPPAM | AFNOR [172]

analysée [302] [381]

Pouvoir rotatoire +5° -5°a+8° -3°a+25° -
Indice de 1.466 - 1.3356-
réfraction 1473 1.464 - 1473 1.475 1.3500

., . 0.894 - 0.9050-

Densité relative 0.913 0.895 - 0.920 0.920 0.9210

Indice d’acide 0.9 Au max 1 Au max 1 0.5-2
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Malgré les différentes variations, nous remarguons que les parametres
physico-chimiques des huiles essentielles sont en accord avec ceux mentionnés
par les normes : PHARMACOPEE EUROPEENNE [302], O.N.l.P.P.A.M. [381],
AFNOR [172] et les travaux de SHAKHNOZA et al. [380]. Ces fluctuations sont

attribuées a la complexité de la notion de chémotype [222].

Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide renseigne sur le taux
d'acides libres. En effet, un indice d’acide élevé (supérieure a deux) trouve une
explication dans la dégradation de ['huile essentielle (hydrolyse des esters)
durant la conservation. Inversement, un indice d'acide inférieur & deux est une
preuve de bonne conservation de I'essence (faible quantité d'acides libres) [222,
382].

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en
monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes

donnera un indice élevé [222, 382].

Le faible indice de réfraction de I'huile essentielles indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits
cosmétiques [222, 382].

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape
nécessaire mais demeure non suffisante pour caractériser I'huile essentielle.
Il sera donc primordial de déterminer le profil chromatographique de l'essence

aromatique.

3.5. Identification des huiles essentielles par CPG/MS :
3.5.1. L’huile essentielle d’armoise blanche :

Les résultats relatifs a la composition chimique de [I'huile essentielle
d’armoise blanche sont regroupés dans le tableau 3.7 en fonction des temps de
rétention par ordre croissant. Les profils chromatographiques sont illustrés par la
figure 1 (Appendice B).
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Tableau 3.7 : Identification des principaux composants chimiques de I'huile

essentielle d’armoise blanche analysés par CPG/MS.

Numéros de structures IK TR Nom du composant Pourcentage%
1 934 | 12,78 a-pinene 1,16
2 950 | 13,01 Camphene 6,00
3 974 | 13,32 Sabinene 0,90
4 990 | 13,54 1-octen-3-ol 0,27
5 1017 | 15,99 a-terpipene 0,26
6 1025 | 16,12 para-Cymene 0,48
7 1033 | 16,30 1,8-cineole 8,60
8 1058 | 16,70 y-Terpinene 0,30
9 1074 | 17,03 a-thujone 7,03
10 1091 | 17,28 a-Terpinolene 0,26
11 1107 | 17,59 Filifolone 1,04
12 1119 | 17,86 B-Thujone 1,74
13 1124 | 18,96 Chrysanthenone 10,38
14 1153 | 19,60 Camphre 39,50
15 1156 | 19,67 Sabina ketone 1,07
16 1162 | 21,83 Pinocarvone 1,79
17 1169 | 22,65 Borneol 3,35
18 1178 | 22,65 Terpinene-4-ol 1,07
19 1206 | 22,76 Verbenone 0,23
20 1229 | 23,26 Cis-carveol 0,25
21 1237 | 25,44 E-ocimenone 0,34
22 1244 | 25,58 Carvone 0,15
23 1275 | 26,28 Bornyl acetate 2,52
24 1287 | 27,18 Carvacrol 0,70
25 1298 | 27,81 y- Elemene 0,12
26 1313 | 28,14 Bicycloelemene 0,17
27 1393 | 30,02 Germacrene D 1,07
28 1418 | 30,61 Germacrene B 0,55
29 1444 | 31,19 Bicyclogermacréne 0,33
30 1457 | 31,51 Delta-cadinene 0,22
31 1465 | 38,22 Spathulenol 1,31
Les monoterpénes oxygénés 77,78 %
monoterpénes hydrocarbures 11,29 %
sesquiterpénes hydrocarbures 3,77 %
Total 92,84 %




75

Les résultats de I'analyse de la composition chimique, par chromatographie
gazeuse -Spectrométrie de masse (CPG/MS), de l'huile essentielle d’armoise
blanche ont permis d’identifier 31 composés qui représentent un total de
92,84 %.

Les monoterpenes oxygéneés (77,78%) sont les composants prédominants
dont le camphre (39,5%), Chrysanthenone (10,38%), eucalyptol (8,60%), a-
thujone (7,03%), le Bornéol (3,35%) et Bornyl acetate (2,52%), suivis par les
monoterpénes hydrocarbures (11, 29%) représentés par le camphéne (6,0%) et

les sesquiterpenes hydrocarbures (3,77%).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par ZOUARI et al. [30],
NEFFATI et al. [59], BELHATTAB et al. [18] & MIGHRI et al. [31] qui ont rapporté
que lhuile essentielle d’armoise blanche est composée de monoterpénes,
principalement de monoterpénes oxygénés, tels que le camphre, le 1,8- cinéole ,
chrysanthenone , chrysanthenol et a / 3 — thujone comme principaux composants
et de sesquiterpenes hydrocarbures.

L’huile essentielle des parties aérienne d’Artemisia herba alba a été
largement étudiée. Une grande variabilité chimique a été rapportée dans
différents pays, et méme dans des localités difféerentes du méme pays (Tableau
3.8) [383, 384].

Les différentes compositions observées ont été caractérisées soit par la
dominance d’'un seul composé majeur présent a des teneurs élevées (a-thujone,
B-thujone, 1,8-cinéole, camphre, chrysanthenone, pinocarvone, a-copaéne,
limonene ou acétate de trans-sabinyle), soit par une co-dominance de deux ou

plus de ces composés présents a des teneurs assez importantes [30, 31, 59, 362].

En se basant sur ces données de profils chimiques des huiles essentielles,
TISSERAND et YOUNG [255] classent I'armoise blanche en sept chémotypes:
Cis-Chrysanthenyle acétate, p-Thujone, a —thujone, camphore, verbenol, a —

thujone/ camphore, a —thujone / B-Thujone.


https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Robert+Tisserand%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
https://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Rodney+Young%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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Tableau 3.8 : Teneur en composés majoritaires (%) des huiles essentielles

d’Artemisia herba alba Asso. de différentes origines
géographiques.
selt ],
- e |3 |2 |28 |5 |e&l5 |2 |9
% o < Na) ° o c T < | c o c
3 > 2 | c =) 5 | 8 o S| | ¢ | &
c © —
a2 S e T |FE |3 |38 5|8
O 3 o @ > L2 g o | ¥
< 5| &
©l 0
Méchrea 22.2 - - 41.2 - - - - | [385]
Nord sahara | 49.3 | 13.4 - - - - 3.2 - | [386]
331 | 86 | 3.6 | 6.9 - 05 |122| - [18]
M’sila
© 19.4 - - 15 - - 158 | - |[387]
& 56 | 58 | - - - - - 36.1 [388]
= Djelfa
< 39.1 123 | 6.8 | 4.7 - - 7.0 - [21]
Biskra 1.17 | 236 | 7.8 | 1.53 - 25.1 | 498 | - [23]
Bejiai 29.6 - 20.3 - 19 - - - | [389]
Saida 298| 65 | 1.4 | 1.08 - - 8.2 | 0.7 | [390]
Ouarzazate | 26.6 - 92 | 56 - - 28.1 | 1.13 | [275]
Taforalt 43.0 | 7.08 - 1.74 - - 0.4 - [45]
9 Machraa 31.9 - - 25.8 | - | [384]
cz% Er-Rachidia | 5.12 | 2.27 6.14 | 21.8 [43]
- 28.9 25.9 | 16.0 [391]
Oujda 841 | - [211]467] - - - - | [392]
%) Bir elhfy 10.8 | 8.91 | 24.8 | 8.32 - 3.29 (473 - [24]
c
2 Gafsa 142 | 3 | 873|257 - 106 |4.94 | - [30]
Iran (Nazlo) 349 | 742 | 4.12 | 35.6 - - - - 1 [393]
Ouest 349 | 7.42 - 35.6 - - - - | [394]
d’Azerbaijan
Jordanie - - 16.2 | 8.5 - - - - | [366]
(Buseirah)
Espagne ) ) ) )
(valentina) 10.2 5.6 6.7 | 18.1 | [395]
Iraq (Karbala 37.3 - - - - - 16.6 | - | [396]
desert)
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L'huile essentielle d’Artemisia herba-alba Asso. de la région de Dijelfa fait
partie de chemotype a camphre (37,5 %). Ce dernier a été signalé dans
différentes régions d’Algérie : Bou Saada, Batna, Sidi Aissa, Djelfa et Kenchela
(19 -48%) [397], M’sila [387] Benifouda de M’sila [18], Bejaia [389], Djelfa [21],
Saida [390] et au nord du Sahara Algérien [386].

Au Maroc, IMELOUANE et al. [45] dans la région de Taforalt et PAOLINI et
al. [384] dans la région de Machraa, ont révélé la présence du Camphre comme

composé maijoritaire de I'huile essentielle d’armoise blanche

De méme, HOUBAIRI et al. [391] ont trouvé que I'huile d’Artemisia herba-

alba du Maroc contient un taux de camphre plus faible de 28.96%.

D’aprés, ABAAS et al. [396], le composé majoritaire de I'huile essentielle

d’armoise blanche d’lraq est le camphre avec 37.3%.

Toutefois, certains composés chimiques minoritaires dans la présente étude
ont été décrits par d’autres chercheurs comme composés majoritaires des huiles

essentielles d’armoise blanche.

En effet, 'a -thujone qui est peu présent dans notre huiles essentielle avec
un taux de 7,03 %. Il est le composé majoritaire de I'huile essentielle de Tunisie
(Bir Elnfay ) [24] et de Jordanie [366].

De méme, BOUKRICH et al. [362] ont montré que lI'a -thujone est le
principal composé de I'armoise blanche des zones semi-aride et aride de la

Tunisie.

Des études antérieures ont montré que I'acétate de cis-chrysanthényle est le
principal composé de I'huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso. de I'Algérie
(Biskra) et de la Tunisie (Gafsa) [23, 30].

Selon AKROUT et al. [398] &MIGHRI et al. [31], I'huile essentielle d’armoise
blanche provenant de la région de Beni-Khedache (Sud de Tunisie) et de la région

de Kirchaou (sud-est tunisien) est caractérisée par la dominance de B-thujone.
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Cependant, MIGHRI et al. [31], MIGHRI et al. [357], MIGHRI et al. [365],
MIGHRI et al. [399] & MIGHRI et al. [400] ont indiqué la présence de B-Thujone

dans I'huile essentielle d’armoise blanche.

Des études faites par BOUCHIKHI et al. [385], BOUTKHIL et al. [392],
& AGHAEI et al. [394] montrent que le B-thujone caractérise I'huile essentielle
d’armoise blanche qui se trouve spontanément a Méchria ('ouest d'Algérie),

Oujda (Maroc) et I'Ouest d’Azerbaijan.

SALIDO et al. [383] & SALIDO et al. [395] ont identifié le davanone comme
constituant major dans l'huile essentielle de certains chemotypes d’Espagne.
De méme, DAHMANI-HAMZAOUI et BAALIOUAMER [388] ont identifié

le davanone dans I'huile essentielle d’armoise blanche de Djelfa.

TILAOUI et al. [43] ont montré que I'huile d’armoise blanche de I'lmilchil & Er-

Rachidia (Maroc) contient le verbénol comme composé majoritaire.

D’autre part ZAIM et al. [275] ont montré que I'huile essentielle d’Artemisia
herba-alba Asso. de Sud du Maroc (Ouarzazate) contient de chrysanthenone

comme composé majoritaire.

L’eucalyptol est identifie comme le constituant majoritaire dans [I'huile
essentielle d’armoise blanche provenant du sud de I'Espagne (41 % au
maximum) [383] et de I'Egypte [28].

Il est 'un des principaux composés dans les huiles essentielles provenant
d’Algérie [18,21, 386]. Cependant, il n’est pas présent dans celle provenant
d’Algérie (M’Sila) [387].

3.5.2. L’huile essentielle de romarin :

Les résultats de l'identification par chromatographie gazeuse-spectrométrie
de masse (CG/MS) des principaux composants chimiques de I'huile essentielle
de romarin, en fonction des temps de rétention par ordre croissant, présentés par
le chromatogramme de la figure 2 (Appendice A) , ont permis d’identifier 21

composés qui représentent un total de 94,5 % (Tableau 3.9).



Tableau 3.9 : Identification des principaux composants chimiques de I'huile

essentielle de romarin analysés par CPG/MS.
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N;:Ei:gfeie IK TR Nom du composant Pourcozntage
1 926 12,64 tricyclene 0,21
2 931 13,1 a-pinene 13,19
3 947 13,73 camphéne 9,51
4 972 14,88 B-pinéne 1,09
5 992 15,1 myrceéne 0,10
6 1005 15,9 o—phéllandrene 0,20
7 1018 16,4 a-terpinene 0,22
8 1026 16,7 para-cymene 1,58
9 1031 16,9 limonéne 1,24
10 1030 17,12 1,8 cinéol 18,26
11 1057 | 18,17 y-terpinene 0,10
12 1088 18,95 terpinoléne 0,17
13 1102 20,1 chrysanthénone 3,83
14 1144 21,84 camphre 39,70
15 1166 22,60 borneéol 3,29
16 1184 23,05 terpinéne-4-ol 0,81
17 1196 23,54 a-terpinéol 0,14
18 1287 27,18 bornyl acétate 0,06
19 1423 | 32,24 B-caryophylléne 0,55
20 1581 38.15 | Caryophyllene oxyde 0.15
21 1668 | 40,29 a-bisabolol 0,20

Les monoterpenes oxygénés 66,2%
monoterpénes hydrocarbures 27,4%
sesquiterpénes hydrocarbures 0,7%
sesquiterpénes oxygénés 0,2%
Total % 94,5%

Les monoterpenes oxygénés (66,2%) sont les composants prédominants
dont le camphre (39,7%), eucalyptol (18,26%), Chrysanthénone (3,83%), le

Bornéol (3,29%) sont les principaux composes, suivis par les monoterpenes

hydrocarbures (27,4%) représentés par l'a-pinéne (13,19 %) et le camphéne

(9,51%), les sesquiterpénes hydrocarbures (0,7%) et sesquiterpenes oxygénes

(0,2%)
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Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Wang et al.
[154], Szumny et al. [104], Hosni et al. [268] et ALEKSANDAR et al. [401] qui ont
rapporté que l'huile essentielle de romarin contient principalement des
monoterpénes, principalement de monoterpenes oxygénés, suivi par les

monoterpénes hydrocarbures et les sesquiterpenes.

ZAOUALI et al. [153] & JORDAN et al. [360] ont étudié les changements
dans la composition de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. var . typicus
Batt a diffirents stades phénologiques. L’analyse de I'huile essentielle a montré
des concentrations plus élevées de monoterpénes oxygéneés et les hydrocarbures
monoterpéniques pendant le stade végétatif et le stade de la floraison Cependant,
les plus grandes quantités de diterpénes et sesquiterpénes oxygéenés ont été

détectés dans les plantes récoltées au stade de maturation de fruits.

FERNANDEZ et al. [402] ont montré que les principaux composés volatiles
de I'huile essentielle du romarin sont le camphre et le 1,8-cinéole, le bornéol, le

verbenone, 'a-pinéne et le camphéne.

NAPOLI et al. [63], classe le romarin en trois chemotypes, selon le composé
majoritaire de leurs huiles essentielles : cineoliferum (teneur élevée en 1,8-

cinéole); camphoriferum (camphre> 20%); et verbenoniferum (verbénone> 15%).

Rosmarinus officinalis L. de la région de Djelfa est classé dans le chémotype
cineoliferum car son huile essentielle est caractérisée par la présence de

Camphre comme principal constituant (39,7 %).

En se basant sur la classification de SALIDO et al. [383] trois
chemotypes de Rosmarinus officinalis ont été identifiés de la région Est d’Algérie
[367] :

e Le premier chémotype est le 1,8 cinéol qui caractérise les régions :
Kherrata (35.52%) et Bibbans (42.16%).

e Le deuxieme chémotype est le camphre qui caractérise la région de
Boussaada (42.73%), Agmeroual (38.84%) et N'gaous (16.88%).

e Le troiseme chemotype est I'a-pinene (25.2%) qui caractérise la région de
Boutaleb (Biskra).
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BOUSBIA et al. [267], GIORDANI et al. [403] & BEKKARA et al. [404] ont
signalé que le romarin des régions d’Alger, Annaba et Tlemcen (Honaine) est
classé dans le chémotype a-pinene avec des taux de l'ordre de 44,11%, 19,7%

et respectivement.

ZOUBIRI et BAALIOUAMER, [405] & KABOUCHE et al. [406] ont signalé
que le 1,8 cinéol est le composé majoritaire de I'huile essentielle de romarin

provenant de la région de Sétif et de Constantine.

Lors d’une étude sur I'huile essentielle du romarin de la région d’Oued Souf
(Biskra), TOUAFEK et al. [407] ont également identifié le 1,8-cinéole comme
composant principal avec un taux de 29,5% suivi de 2-éthyl-4,5-diméthylphénol
(12,0%), du camphre (11,5%) et de bornéol (9,4%).

Plusieurs études sur la composition chimique des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis L. de différentes origines géographiques ont été réalisées
(Tableau 3.10).

e Le chémotype Camphre a été signalé en Espagne [361], en Tunisie [153],
en France [408]

e Le chémotype 1,8-cinéole a été signalé en Espagne [361], en Italie [63],
au Maroc [408], en Tunisie [153] et en Turquie [183].

e Le chémotype a-pinene a été signalé : en Romanie [410], en Iran [411]
et en Chine [154].

OZCAN et al. [152] ont étudié la composition de l'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis de la Turquie, ils ont signalé qu’elle est caractérisée par

une teneur élevée de p -cymene (44.02 %).

Le principal composé identifié dans 'huile essentielle de romarin provenant

de Portugal est le myrcene [409].

BOZIN et al. [249] ont signalé que les composants de I'huile de R. officinalis

étaient le limonene (21.7%), camphre (21.6%) and a-pinene (13.5%).
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Tableau 3.10 : Teneur en composés majoritaires (%) des huiles essentielles de

Rosmarinus officinalis L. de différentes origines géographiques.

) Q ) o 8 o o 8 8
0| S £ /8 |8 |5 |2 |8 |5 |2 |8
@© o) = c £ = o -t O @

N = o = o .
a 2 S o | |2 |9 |E | |8 g
Kherrata | 14.4|355|11.314.02 (197 | - |1.06| -
Bibans 9.13 421|138 (282|288 | - |150| -
367
Boutaleb | 240/8.83|25.2|1.61|229 457|078 | - [367]
Agmeroual | 388 |543|16.9|091|1.88|4.45|0.68|13.6
o N’'gaous 16.812.3|13.6 | 091 [ 221 |3.82|1.11 | 3.92
> | Boussaada | 427|664 |151|137|1.68|3.16| 0.4 | -
<
Alger 7.8 - |441]| 26| 13| 55| 1.9 | 6.4 |[267]
Annaba | 126| 79 |19.7| 16 | 28 | 5.1 | - 1.5 | [403]
Tlemcen 153 | 50 [23.1(122| 19 | 3.2 | 45 - | [404]
Setif 11.8 135|126 | 2.2 ; 1.2 | 1.2 | 8.3 | [409]
Marroc 126 49.1| 62 | 6.2 | 15 - - - | [408]
o 11737987 | 22 | 08 | 1.2 | 06 | -
Tunisie [153]
28 |227(133| 06 |16 |02 |07 | -
Portogal 12.8 106 | 14.1| 4 - 0.2 |23.7 | 1.4 | [409]
Romanie 3.8 6 |612| 28 | 16 | 29 |27 | - |I[410]
Iran 27 11371487 2 | 05 - | 45 | 2.1 | [411]
Chine 143 | - |194| 67 | 1.7 | 03 | - - | [154]
Espagne 185 (221|156 | 1.1 | 29 | 29 | 1.6 | 5.4
(Murcia) 15 19.119.2| 11 | 25 | 39 | 3.7 5

202197 146| 1.2 | 23 | 33 | 2.7 | 48 1361]

177 (211162 | 16 | 23 | 3.4 | 33 | 5.1

24 |189(141| 22 | 15| 31| 34 | 4
Sud d’Afrique | 16.6 | 11.9 | 115 | 1.1 | - - | 1.3 |17.4 | [412]

(Cape)
ltalie 192 (245| 21 | 55 |13 |36 | - | 1.2 | [63]
Sicily
Turquie 58 |61.4[102| 1.1 | 23 | 24 | 15 | - |[183]
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En analysant la composition chimique de 'huile essentielle de romarin d’lran
GACHKAR et al. [268] ont constaté qu’elle est dominée par le piperitone (23.7%),
a-pinene (14.9%), linalool (14.9%) et le 1, 8-cineole (7.43%).

ZAOUALI et al. [153], CELIKTAS et al. [183], JORDAN et al. [360], SINGH &
GULERIA [364] &TIGRINE-KORDJANI et al. [412], ont attribué les variations dans
la composition chimique des huiles essentielles a de nombreux facteurs, y compris
le lieu d’origine géographique des plantes, le stade phénologique des plantes, la
période de la récolte et la partie de la plante utilisée.

En effet, ZAOUALI et al. [153] & JORDAN et al. [360] ont étudié les
changements dans la composition des huiles essentielles de Rosmarinus

officinalis L. var. typicus Batt . a différents stades phénologiques.

L’analyse des huiles essentielles provenant de la distillation des feuilles et
des tiges entieres ont montré des concentrations plus élevées de monoterpénes
oxygénes et les hydrocarbures monoterpéniques pendant le stade végétatif et le
stade de maturation de fruits. Cependant, les plus grandes quantités de
diterpénes et sesquiterpenes oxygénés ont été détectés dans les plantes
récoltées au stade de la floraison.

L’étude de GHANMI et al. [34] sur l'influence de la date de récolte (Avril,
Juin, Septembre) sur la composition chimique des huiles essentielles de I'armoise
blanche de la région de Guercif (Maroc oriental) montrent une grande différence
entre la collecte du mois de septembre par rapport a celles des mois d’avril et de

juin,

En effet, les collectes d’avril et juin sont caractérisées par la présence de
chrysanthénone comme principal constituant (respectivement 47,71 et 48,45 %)
suivi du camphre (respectivement 21,59 et 24,85 %) et de [a-thujone
(respectivement 4,06 et 4,40 %).

lls sont accompagnés d’autres constituants dont les teneurs sont
relativement importantes : I'a-pinéne (4,31, 2,16 %), le B-germacrene (3,15, 0,77
%), et le B-elemeéne (2,86, 1,78 %).



84

Par contre, les échantillons récoltés au mois de septembre se distinguent par
la présence du camphre comme composé majoritaire suivi de I'a-terpin-7-al avec

des taux respectifs de 45 et 22 %.

La collecte de ce mois se caractérise aussi par des pourcentages faibles en
a-thujone et en chrysanthénone (respectivement 0,25 et 0,28 %) et I'absence de

B-thujone par rapport aux autres collectes

Les fluctuations et les variations constatées dans composition chimique
peuvent étre attribuées non seulement a l'origine et la plante mais également
aux procédés appliqué pour l'analyse et lidentification des composés de ['huile
essentielle, notamment la colonne et les conditions programmées [413, 414].
Lindice de rétention d‘'un composé A dépend de la phase stationnaire et de la

température [34].

OKOH et al. [415], ont étudié I'effet des différents procédés d'extraction sur
la composition chimique. de I'huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis
L.) par hydro-distillation (HD) et par micro-ondes sans solvant (SFME). L’huile
essentielle obtenue par HD contient plus d'hydrocarbures monoterpenes (32,95
%) que I'huile essentielle obtenue par SFME (25,77 %), tandis que des taux plus
élevés de monoterpénes oxygénes (28,6%) sont présents dans I'huile extraite par
SFME en comparaison avec HD (26,98 %).

3.6. Etude de I’Activité antimicrobienne et biopesticide:
3.6.1. Activité antibactérienne :

Les résultats de I'étude de l'activité antimicrobienne in vitro des huiles
essentielles d’Artemisia herba-alba Asso. et de Rosmarinus officinalis L., évaluée
par la méthode de diffusion sur gélose (Tableau 3.11) sont exprimé en adoptant
I'estimation de MOREIRA et al. [416] & DJEDDI et al. [417]:

- Souche extrémement sensible : Diametre plus de 20 mm.
- Souche tres sensible : Diamétre compris entre 15 et 19 mm.
- Souche sensible : Diametre compris entre 9 et 14 mm.

- Souche non sensible : Diamétre moins de 8 mm.
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Tableau 3.11 : Résultats de I'activité antibactérienne.

Diameétres des ZI (mm) £SD

Bactéries Gram (-) Bactéries Gram (+)

Plantes étudiees K.p. Pa. E.c. B.s. S.a.

Armoise blanche

(Artemisia herba-alba Asso.) |1°T0-94| 06£00 | 19+0.55210.43| 33:0.43

Romarin
13+0.51| 06+00 |17+0.25 |22+0.54| 28+0.46

(Rosmarinus officinalis L.)

Les huiles essentielles d’armoise blanche et de romarin ont une activité
antimicrobienne vis-a-vis des souches testées, dans laquelle certaines souches
semblent se distinguer par une sensibilité élevée par rapport aux autres, sauf pour
Pseudomonas aeruginosa qui s’est montrée résistante. Ainsi, les souches a Gram
positif présentent souvent plus de sensibilité vis-a-vis des huiles essentielles
testées que les souches a Gram négatif.

En effet, pour les bactéries a Gram positif, S. aureus est la souche la plus
sensible avec la zone de plus forte inhibition (33 + 0.22 — 28 + 0,11 mm), suivie
par B. subtilis (22 £ 0.15 - 21 + 0.17 mm).

Selon ['estimation donnée par MOREIRA et al. [416] & DJEDDI et al. [417],
ces deux espéces bactériennes sont considérées comme extrémement sensibles

envers les huiles essentielles testées.

Cependant, une activité modeste a été observée contre les bactéries a Gram
négatif sur Klebsiella pneumoniae (15 + 0,2 — 13 + 0.3 mm) et Escherichia coli a
gram négatif (19 = 0.57 -17 + 0.25 mm). Ces deux espéeces bactériennes, selon
'estimation donnée par MOREIRA et al. [416] et DJEDDI et al. [417] sont
considérées comme sensibles a trés sensibles envers les huiles essentielles

testées.

L’espéce Pseudomonas aeruginosa reste un cas particulier avec une

résistance plus forte aux huiles essentielles testées.
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Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par LOGRADA et al. [367];
KAZEMI et al. [418], ZOUARI et al. [30], IMELOUANE et al. [45] , MOUCHEM et
al. [419], AL-SHUNEIGAT et al. [420], SBAYOU et al. [421] qui ont montré que
les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. et d’Artemisia herba alba Asso.
présentent une activité antibactérienne contre les souches Gram positif et Gram

négatif (Tableau 3. 12).

Tableau 3.12: Activité antibactérienne des huiles essentielles de I'armoise

blanche et de romarin

Zone d’inhibition (mm) @
HU”? Bactéries Gram (-) Bactéries Gram (+) =
essentielle \%
K.p. E.c. B.s. S.a. E
v o 16 +0,1 | 17,23+0,25 - 28,17+0,28 | [45]
2 c 11,0+0,3 | 18,0+1,0 - - [420]
£ 3 8,7+0,6 11,3+0,6 |23+1,0 - [30]
<= i 160 - 13+0 | [421]
- 14,3+0,7 | 23+0,9 | 22,0+1,0 | [129]
k= 11,6+ 0 13,5+ 0 - 14,00 | [422]
& 9,0+ 0 9,0+ 0 - 10,0t 0 | [423]
& 12+ 0 - 12,0+ 0 18,0+ 0 | [424]
15+ 0 - 20+ 0 30+ 0 [418]

Plusieurs travaux réalisés par DERWICH et al. [85], NEDOROSTOVA
et KLOUCEK [425] & OKOH et al. [415], ont confirmé la grande sensibilité des
bactéries Gram positif par rapport aux Gram négatif. Ceci est di principalement a
la différence de la structure de la paroi cellulaire. En effet, la paroi des bactéries
Gram (-) est surtout composée en lipopolysaccharides (LPS) et de protiénes. Les
lipopolysaccharides (LPS), grace a ses charges négatives de surface, empéchent
la diffusion des molécules hydrophobes, alors que les protéines excluent le

passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé [426, 427].

Néanmoins, ils permettront la diffusion libre des molécules avec une masse
moléculaire en-dessous de 600 Da, comme le carvacrol qui peut traverser cette

barriére [428, 429].
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Tandis que les bactéries Gram (+) sont moins protégées contre les agents
antibactériens. Leurs paroi est riche en peptidoglycane (polymere complexe de
sucres et d’acides aminés donnant a la bactérie sa forme et sa rigidité que ce soit
chez les bactéries Gram positif ou négatif), n’entrave que la diffusion des

molécules supérieures a plus de 50 000 Da [430].

De plus, les extrémités lipophiles des acides lipotéichoique de la membrane
cellulaire des bactéries a Gram positif peuvent faciliter la pénétration des

composés hydrophobes [415, 431].

Par rapport a la résistance de Pseudomonas aeruginosa contre, les résultats
obtenus sur I'huile essentielle d’armoise blanche sont en accord avec ceux trouvé
par IMELOUANE et al. [45] & ZOUARI & al. [30].

Tandis que, AL-SHUNEIGAT et al. [420] ont trouvé que l'huile testée a un

effet sur cette souche avec une zone d’inhibition égale a 09 £ 2 mm.

De méme, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par d'autres
auteurs OUIBRAHIM et al. [412], CHAHBOUN et al. [424], KAZEMI et al. [418] &
GACHKAR et al. [259], par rapport a la résistance de Pseudomonas aeruginosa

contre I'huile essentielle du romarin.

Par ailleurs, ces résultats sont tres loin a ceux indiqués par CELIKTAS et al.
[183] &

HUSSAIN et al. [128] qui ont montré que I'huile essentielle du romarin

exerce une activité sur la souche Pseudomonas aeroginosa (ZI= 17,0 + 1,0 mm).

Cette résistance est due a l'imperméabilité de la paroi de cette bactérie [417,
428]. En effet, cette bactérie du fait qu’elle appartient aux bactéries Gram (-), elle
posséde une résistance intrinseque aux agents biocides, en relation avec la
nature de sa membrane externe. Cette derniére est composée de
lipopolysaccharides qui forment une barriere imperméable aux composés
hydrophobes [432, 433].
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Pseudomonas aeruginosa a la capacité de de former un biofilm
(une organisation complexe composée de différentes strates dans lesquelles
les bactéries se retrouvent en conditions physiologiques spécifiques a leur
situation [434].

De plus, ces micro-organismes sont mobiles, il est probablement possible a
ces bactéries d’étre déplacées profondément dans I'agar nutritif de gélose et par
conséquent d’échapper ainsi a I'action des métabolites contenus dans les huiles

essentielles.

En présence d'agents perméabilisants de la membrane externe, des
substances inactives contre Pseudomonas aeruginosa deviennent actives [435].
En effet, I'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée,
particulierement en combinaison avec les facteurs qui peuvent influencer l'intégrité
de la cellule et/ou la perméabilité de la membrane telle que les pH acides et les

fortes concentrations en NaCl [436].

e Concentration minimale inhibitrice :

La méthode de contact direct par dilution en milieu gélosé a permis de

déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI (Tableaux 3.13 et 3.14).

Les résultats, montrent que la bactérie Staphylococcus aureus s’est montré
la plus sensible, elle a été inhibée a partir d’'une concentration minimale de 0.1
mg/ml pour I'huile essentielle de I'armoise blanche et de 0.15 mg/ml pour I'huile

essentielle de romarin.

Les concentrations 0.84 mg/ml et de 0.05 mg/ ml de l'huile essentielle
d’armoise blanche ont été suffisantes pour arréter la croissance d’ Escherichia coli

et de Klebsiella pneumoniae, respectivement.

Tandis que pour I'huile essentielle de romarin, Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae ont été inhibées a partir d'une concentration minimale de 0.62

mg/ml.
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Tableau 3.13: Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

de I'huile essentielle de I'armoise blanche.

Artemisia herba alba Asso.

[C] (%) [C] (mg/ml) BE?;?rles Gré.r::].( ) Bacterless. ;Sram (+)
2.5 13.45 - - -
1.25 6.72 - - -
0.6 3.36 - - -
0.3 1.68 - - -
0.15 0.84 - - -
0.07 0.42 - + -
0.03 0.21 - + -

0.015 0.10 - + -

0.007 0.05 - + +

0.003 0.02 + + +

Tableau 3.14 : Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

de l'huile essentielle de romarin.

Rosmarinus officinalis L.

[C] (%) | [C] (mg/ml) PI?.z;(?terles GraErT1C.() Bacterlessl {Sram (+)
2.5 19.85 - - -
1.25 9.92 - - -
0.6 4.96 - - -
0.3 2.48 - - -
0.15 1.24 - - -
0.07 0.62 - - -
0.03 0.31 + + -

0.015 0.15 + + -

0.007 0.07 + + +

0.003 0.03 + + +

ALIGIANNIS et al. [437] ont proposé une classification de I'huile essentielle

basée sur des résultats des CMI, comme suit;

— forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml;
— inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1.5 mg/ml;
— faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.

Selon cette classification, nous constatons une tres forte inhibition des huiles
essentielles d’armoise blanche et de romarin contre S. aureus et une inhibition

modérée contre les souches Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli.
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Les résultats obtenus sont en accord avec ceux d’ IMELOUANE et al. [45]
qui ont déterminé la CMI des huiles essentielles d’Artemisia herba alba Asso. du
maroc (Chemotype a comphre) sur quatre souches microbiennes, notamment
Staphylococcus aureus (0.16 mg /ml), Klebsiella pneumoniae (0.04 mg /ml) et
Escherichia coli (0.66 mg/ml).

Nous avons également comparé nos résultats a ceux de de HUSSAIN et al.
[41] & OKOH et al. [415], qui ont déterminé la CMI des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis L. du maroc (Chemotype a 1, 8 Cinéole) et de sud d’Afrique
(Chemotype a Verbenone), sur quatre souches microbiennes, notamment
Staphylococcus aureus (0.30 - 3.75 mg /ml), Klebsiella pneumoniae (0.94 mg /ml)
et Escherichia coli (1.52- 7.5 mg/ml) ou ils ont enregistré une faible activité par

rapport a nos souches .

CUSHNIE et LAMB [3], LAHLOU et al. [8] & HAMMER et al. [182] ont
attribué les fluctuations dans les résultats de la détermination de [lactivité
antimicrobienne a plusieurs parametres notamment le type des micro-organismes
ciblés, la méthode d’évaluation de l'activité antimicrobienne, la nature de milieux
de culture, les conditions de culture (temps d'incubation, la température,
l'oxygéne), la concentration, le type de I'extrait et particulierement la nature et la

structure des molécules bioactives.

Selon OUSSALAH et al. [188], I'activité biologique d’une huile essentielle est
a mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des

composés majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes).

Ainsi les composés chimiques les plus efficaces et qui possedent un large
spectre d’action antimicrobienne sont dans 'ordre NOWAK & al. [438]: les phénols
(thymol, carvacrol et eugénol), les aldéhydes (géraniol, citral et néral), les cétones
(carvone, pulégone et camphre) et les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, menthol,
géraniol, linalol) [183, 188, 428, 439].
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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. Etant donné que chaque composé posséde son propre mode d’action
[168, 440, 441].

La plupart des mécanismes d’action sont attribués a [linteraction des

composants des huiles essentielles avec la membrane cellulaire [442].

En effet, Le mode d’action des huiles essentielles dépend des
caractéristiques de ses composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe
qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la
membrane de la cellule bactérienne. Leur accumulation entre les phospholipides
entraine une perte de lintégrité de la membrane cellulaire bactérienne, en
augmente sa perméabilité, ce qui induit la perte des constituants intracellulaires
[443-446).

Les huiles essentielles peuvent aussi provoquer une perturbation chémo-
osmotique en affectant le gradient ionique de part et d’autre de la membrane
cytoplasmique ce qui diminue la stabilité de la membrane ainsi que le transport
membranaire [440, 447].

Dans une étude qui a été realisée par FREEMAN et CAREL [448], I'huile
essentielle de thé a provoqué des fuites d'ions potassium (K+) au niveau des
membranes cellulaires d'E. colietS. aureus. Cette fuite de K+ est la toute
premiére preuve de l'existence de Iésions irréversibles au niveau de la membrane

de la bactérie.

Un autre mécanisme d’action proposé implique le groupement hydroxyle des
phénols, comme le carvacrol, qui agirait comme un transporteur
transmembranaire des cations et des protons monovalents, cet effet perturbe
le gradient ionique et le fonctionnement membranaire des cellules microbiennes
[429].

Mais certaines bactéries sont capables de contrebalancer cet effet par
I'utilisation de la pompe ionique, dans ce cas la croissance ralentit grace a

I'épuisement de I’énergie de la pompe [447].
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D’autres auteurs pensaient que [l'activité inhibitrice de ces composés
serait due a leur affinité avec les groupements SH impliqués dans la division
cellulaire [449].

MAHMOUD et al. [450] & CALSAMIGLIA et al. [451] ont suggéré que I'effet
antimicrobien qu'exercent les huiles essentielles pourrait étre expliqué par la
destruction de certains systémes enzymatiques incluant ceux qui participent dans

la production d'énergie cellulaire et la production des composés structuraux.

En outre, les huiles essentielles peuvent interagir avec les membranes
mitochondriales et a générer des radicaux libres qui oxydent les macromolécules,

ce qui conduit a la mort par nécrose [452].

GUESMI et BOUDABOUS [450] & CALSAMIGLIA et al. [453] quant a eux,

ont avancé I'hypothése d'inactivation et destruction du matériel génétique.

3..6.2. Activité antifongique :

Les résultats relatifs a "I'activité antifongique des huiles essentielles d’Artemisia
herba alba Asso. et de Rosmarinus officinalis L. sont consignés dans le Tableau
3.15.

Tableau 3.15 : Résultats de l'activité antifongique des huiles essentielles.

Les plantes étudiées Diameétres des ZI (mm)+ SD
C. Albicans A. niger F. oxysporum
Armoise blanche
d’Artemisia herba alba Asso. 36+0,43 31+0,49 29+ 0.54
Romarin
Rosmarinus officinalis L. 35+0,48 29+0,52 27+0,55

En se basant sur I'estimation donnée par MUTAI et al. [454], les huiles
essentielles d’Artemisia herba alba Asso. et de Rosmarinus officinalis L. se sont
avérées trés actives contre toutes les especes fongiques testées a savoir: la
levure Candida albicans, ainsi que les deux champignons Aspergilus niger
et Fusarium oxysporum, avec des zones d’inhibition comprises entre 27 + 0,17
et 36 £ 0,2 mm.
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L’estimation donnée par MOREIRA et al. [416] et DJEDDI et al. [417], nous
a permis de considérer Candida albicans, Aspergilus niger et Fusarium oxysporum

comme des souches extrémement sensibles aux huiles essentielles étudiées.

.Les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par

rapport aux bactéries [455].

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par ZOUARI et al. [30] qui
ont montré que l'huile essentielle d’armoise blanche exerce une forte activité
inhibitrice de la croissance de nombreux champignons a savoir Fusarium solani
(Z1= 27.7% 2.5), Fusarium sp (ZI= 27.0 = 1.6) et Aspergillus oxysporum (ZI=51.0
+5.0)

MIGHRI et al. [31] ont constaté que 'huile essentielle d’Artemisia herba alba
Asso. a un fort effet inhibiteur sur la croissance de certaines souches de levure de
Candida (C. albicans Z1=19.0-1.0, C. glabrata ZI=18.7-0.6, C. tropicalis ZI= 22.3-
0.6 et C. saké ZI=17.5-1.0). Ce qui est en accord avec les travaux de
REGNAULT- ROGER [244] qui a montré que les huiles essentielles extraites de
10 plantes provenant de plusieurs sites d'Algérie ; y compris I'armoise blanche,

ont été analysées pour leur activité potentielle contre Candida albicans.

Les études de KOLAI et al. [456] ont trouvé que I'huile essentielle d’Artemisia
herba-alba Asso. s’est avérée un agent antifongique efficace contre le Fusarium

Oxysporum.

En outre, une plus forte activité antifongique des huiles essentielles
d’Artemisia judaica et Artemisia herba-alba a été démontré sur l'inhibition de la

croissance d’Aspergillus niger [457].

PITAROKILI et al. [458] notent que I'huile essentielle d'Artemisia herba-alba

agit de facon active sur Fusarium oxysporum.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par SANTOYO et al. [459] &
CELIKTAS et al. [183]. qui ont montré que I'huile essentielle de romarin présente

une activité antifongique importante.
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KAZEMI et al. [418] ont signalé I'effet antifongique de I'huile essentielle du
romarin sur la levure Candida albicans (ZI= 16 mm), Fusarium oxysporum

(Z1= 16 mm) et Aspergilus niger (ZI= 15 mm).

LIMA et al. [460] ont rapporté I'activité antifongique de I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L. contre Candida albicans ATCC 76615 qui s’est montrée

sensible.

LA TORRE et al. [461] ont démontré que les huiles essentielles de romarin
ont inhibé la croissance du mycélium et la germination de conidies de F.

oxysporum f. sp. lycopersici et réduire sa gravité.

SANTOYO et al. [459], montrent que I'huile essentielle de romarin présente
une activité contre les levures (Candida albicans) et les moisissures (Aspergillus

niger).

SUPPAKUL et al. [462] ont suggéré que l'activité antifongique des huiles
essentielles, peut se faire selon deux mécanismes différents : certaines
constituants provoquent la fuite des électrolytes et I'épuisement des acides
aminés et des sucres, dautres peuvent étre insérés dans les lipides

membranaires, par conséquent il y’a perte des fonctions membranaires.

En outre, l'activité antifongique des huiles essentielles pourrait également
étre liée a l'interférence des composants de I'huile essentielle dans des réactions
enzymatiques de la synthése de la paroi cellulaire, qui affecte la croissance
fongique [444]. Ces suggestions ont été déja rapportées par MOUCHEM et al.
[419].

Certains agents antifongiques inhibent la croissance des cellules en
interrompant la biosynthése d'ergostérol, qui résulte d'une liaison des
antifongiques a l'ergostérol sur la membrane cellulaire [460]. Ce procédé affecte
l'intégrité et de la fonction de certains protéines liées a la membrane et conduit a
des troubles osmotiques (crée un canal dans les membranes fongiques par lequel
s'échappent des ions, principalement K+ et H+), des perturbations de la

croissance et la prolifération cellulaire [463].
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L’action antifongique des huiles essentielles vis-a-vis C. albicans est due a
une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d’'une
rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort
de la levure [455].

Les travaux de TEPE et al. [364] montrent que la présence de 'a-pinéne, le
B-pinéne et le limonéne inhibent I'activité respiratoire chez la mitochondrie de la

levure.

Une étude faite par BARRAL et al. [465] a permis de déterminer grace a la
microscopie électronique, que lorsqu’Aspergillus niger est exposé a Il'huile
essentielle du thym, celle-ci provoque des dommages irréversibles sur la

membrane cellulaire ainsi que sur les organites du champignon.

La propriété antifongique de I'huile essentielle de romarin contre Fusarium
verticillioides se fait par la perte de lintégrité de la membrane (la rupture
apparente de la paroi cellulaire et la fuite du contenu cytoplasmique, les hyphes
semblait aplati et froissé€) et donc le blocage de la croissance cellulaire [444,463].

Les variations observées dans les activités antifongiques entre les différents
travaux sont liées a plusieurs parametres dont : la nature du milieu de
germination, le genre et I'état de I'espéce fongique (utilisée juste aprés son
isolement ou apres plusieurs repiquages), I'age de la culture, En effet Plus cette
derniére est agée, plus elle devient sensible a I'action de I'huile essentielle. Mais
ces variations dépendent aussi de la nature de I'huile essentielle et son contenu
en composeés volatils ; la concentration et la quantité de l'huile essentielle ; la
concentration de l'inoculum concernant les spores (Une augmentation de la
densité des spores, supérieur & 10° UFC, exige des concentrations élevées d’huile

essentielle pour les éliminer) [466].

La forte activité antimicrobienne de [l'huile essentielle contre les micro-
organismes sensibles peuvent étre attribués a la présence d'une forte

concentration de monoterpénes [467].
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DEBA et al. [468] & OKOH et al. [415] ont révélé que l'huile de romarin
obtenue par extraction aux micro-ondes a été plus active contre les micro-
organismes que I'huile obtenue par hydro-distillation. Cela peut étre di en partie
au fait que lhuile extraite par micro-ondes contient des élevé en composés
OXygénes et ces classes de composés ont été réveélés posséder de fortes activités

antibactériennes et antifongiques.

A Tlinverse, Artemisia campestris qui est composée essentiellement de
monoterpénes hydrocarbonés, a révélé une activité antimicrobienne faible contre

les germes pathogenes [398].

Les monoterpenes oxygénés des huiles essentielles semblent présenter un
degré variable de cytotoxicité. Comme substances lipophiles classiques, ils
passent a travers la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique et perturbent
leur structure. Chez les bactéries, les dommages de la membrane sont liés a la
perte d'ions et la réduction du potentiel de la membrane, I'effondrement de la
pompe a protons et I'épuisement de I'ATP [469].

L’activité antimicrobienne du romarin est attribuée a la présence de camphre,
1-8 cinéole, camphre le bornéol, camphéne, a —pinéne et  -pinéne, connus pour

leurs propriétés antimicrobiennes [468, 415, 459].

WEERAKKODY et al. [470] ont indiqué que le romarin a une forte activité
antimicrobienne. lls ont signalé que le camphre identifi€é comme principal
composant chimique de ses huiles essentielles est responsable pour exercer une

activité antimicrobienne.

Tandis que, la présence d'une teneur importante de monoterpénes
oxygénés (thujones, camphre et 1,8-cinéole) dans I'huile essentielle d'Artemisia
herba alba Asso peut étre responsable de son activité antimicrobienne
prononcée. En outre, d'autres composants mineurs tels que le bornéol a été

également démontré qu'il avait un potentiel pouvoir antimicrobien [31].

Le camphre composé maijoritaire de I'huile essentielle de I'armoise blanche

a éte réveélé pour inhiber la croissance des bactéries et champignons [31, 471].
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Il a été suggéré que de tels composés hydrophobes sont capables de
perturber la membrane plasmique et la membrane externe des bactéries gram (-),
ce qui provoque des changements dans la perméabilité de la membrane et la mort
cellulaire [79, 472].

Par ailleurs, les huiles essentielles sont des mélanges trés complexes de
composés maijoritaires et minoritaires ce qui rend difficile I'explication de leurs
propriétés antimicrobiennes. Il n'y a pas de composant majeur seul responsable
de cette propriété [359, 468, 473].

Les interactions entre ces composants peuvent conduire a des effets
antagonistes, additifs ou synergiques. Certaines études ont démontré que les
huiles essentielles entiéres ont généralement une activité antimicrobienne plus
élevée que les mélanges de leurs principales composantes, ce qui suggere que
les composants mineurs sont essentiels a I'activité synergique, bien que des effets

antagonistes et additifs ont également été observés [403, 474, 475].

En effet, l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis peut étre attribuée a linteraction complexe entre ses différents
constituants. La plupart des travaux trouvés dans la littérature scientifique ont met
en évidence l'effet des principales composantes qui définissent le chemotype de
romarin sur son activité antimicrobienne [213, 360, 476]. En conséquence,
certains composants terpéniques mineurs jouent un rdle important dans I'activité

antimicrobienne de I'huile essentielle du romarin [360,477].

En outre, ROTA et al. [477] ont décrit un effet de synergie entre les
composants terpéniques et des composés phénoliques qui définissent I'huile

essentielle de chemotype de romarin.

L'efficacité de ces composants mineurs, selon DEBA et al. [468] & JORDAN
et al. [360], peut étre lié au fait qu'ils sont capables de détruire l'intégrité cellulaire

et inhiber ainsi les processus de respiration et de transport d'ions.

JORDAN et al. [360] & HOSNI et al. [268] ont indiqué que la combinaison
de 1,8-cinéol et a-pinéne améliore l'activité antibactérienne de I'huile essentielle

de romarin vers S. typhimurium.
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En outre, les mémes auteurs ont également signalé que I'huile de romarin
riche en 1,8-cinéole avait réduit l'activité antibactérienne contre S. aureus. La
présence d'autres composants a savoir a-terpinene-7-al associé a plus grande
proportion de p-cyméne peut étre efficace contre S. aureus. Cela est également

observé pour E. coli et la levure C. albicans.

3.7. Etude de I’activité antioxydante:

Trois méthodes basées sur trois principes différents sont réalisées pour
évaluer l'activité antioxydante des huiles essentielles d’armoise blanche et du
romarin. Chacune de ces méthodes correspond a un des trois mécanismes de

réaction suivants [478] :

— Meécanisme de réaction HAT «Transfert d’Atome d’Hydrogéne »
et SET « Simple Transfert d’Electron » a la fois réalisé par la méthode de
piégeage du radical DPPH « 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle ».

— Meécanisme de réaction HAT réalisé par la méthode de blanchiment
de B-carotene.

— Meécanisme de réaction SET réalisé par la méthode de FRAP

« Ferric Reducing Antioxydant Power ».

» Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante des huiles essentielles et des antioxydants standards
(Vitamine C, BHT, BHA) par le piégeage du radical libore DPPH a été évaluée
a laide d'un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH?¢) a la couleur jaune
(DPPH-H), mesurable a 517nm. Cette capacité de réduction est déterminée par
une diminution de l'absorbance induite par des substances antiradicalaires [329,
323, 334, 479 - 481]

« Pourcentage d’inhibition :

Les résultats obtenus montrent que I'évolution de I'activité antiradicalaire est

dose-dépendante.
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En effet, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
'augmentation de la concentration que ce soit des standards (BHT, BHA et vit
C) ou des huiles essentielles des deux plantes étudiées jusqu’a arriver a un
plateau qui correspond a I'épuisement presque total du DPPH- présent dans le

milieu réactionnel.

Le taux d’inhibition du radical libre pour I'huile essentielle de romarin est
inférieur a celui de I'armoise blanche pour toutes les concentrations utilisées.

En effet, pour une concentration de 32 mg/ml, I'huile essentielle d’armoise
blanche a révélé un pourcentage d’inhibition de 83,53% tandis que celle de
romarin est inhibée avec 82.60 % de DPPH.
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Figure 3.8: Variation de pourcentage d’inhibition pour les huiles essentielles.

100

S
9
g 80
o)
2 70
£ 60 —e—BHT
o]
o 50
2 —m—BHA
g 30 Vit C
(8]
5 20 /
[e]
o 10 1’

omn

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Concentration mg/ml

Figure 3.9: Variation de pourcentage d’inhibition pour les standards.



100

L'effet anti-radicalaire des huiles essentielles sur le DPPH+ est d0 a leur
pouvoir donneur d’un atome d’hydrogéne [482]. L’atome H transférée sur le radical
libre DPPH- permet alors sa transformation en une molécule stable DPPH,
ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et
également l'absorbance au cours dutemps de réaction jusqu’a I'épuisement

de la capacité d’antioxydant donneur d’hydrogéne [483,332].

PEKKARINEN et al. [484] & KOLEVA et al. [485] ont rapporté que la polarité
du substrat n'affecte pas I'activité de balayage du DPPHe, car la méthode de

piégeage du radical libre DPPH- est indépendante de la polarité du substrat [486].

Afin de s’affranchir de [l'influence de la concentration, la réactivité est

estimée par la concentration effective ECso de I'antioxydant [310].
% Détermination de la valeur ECsg

L’indice ECso correspond a une réduction de 50% de [lactivité du
DPPHe dans le milieu réactionnel. il est inversement lié a la capacité
antioxydante d'un composé. D’autant elle est plus élevée que son ECs est
petite [24, 310].

Les valeurs ECsp des huiles essentielles des deux plantes étudiées
(Rosmarinus officinalis L. & Artemisia herba alba Asso.) et des antioxydants
standards sont déterminées graphiquement a partir des régressions linéaires
(Figure 3.10).
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Figure 3.10 : Détermination graphique d’ECs, des huiles essentielles.
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Les valeurs ECso déterminées en mg/ml des deux huiles essentielles
(Rosmarinus officinalis L. et Artemisia herba alba Asso) et des antioxydants

standards sont représentées dans la figure 3.11.
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Figure 3.11 : Valeurs d’ECsp pour les antioxydants synthétiques

et les huiles essentielles.

Selon les résultats enregistrés, les huiles essentielles testées sont
dotées d’'un pouvoir antioxydant modéré relativement faible par rapport aux

antioxydants standards utilisés (Vitamine C, BHT, BHA).

HUSSAIN, [185] a attribué I'activité antioxydante des huiles essentielles a la

présence des groupes d'hydroxyle dans la structure chimique de leurs composés.

L’huile essentielle de I'armoise blanche peut ramener le radical libre 2.2
diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH-) au diphenylpicrylhydrazine (DPPH,H) stable
avec un ECsy de 0.7838 £ 0.08 mg/ml montrant une activité antioxydante et une
capacité a piéger le radical libre DPPH plus élevée que celles de I'huile essentielle

de romarin avec un ECsp de 3.4838 + 0.42 mg/ml.

L'activité antioxydante d'une huile essentielle est principalement attribuée a
ses composés majoritaires, bien que l'effet synergique ou antagoniste d'un
composé mineur doive étre pris en considération [168, 487]. La présence de
carvacrol méme a faible concentration (0.7%) peut expliquer l'activité de
piegeage du radical DPPH de [l'huile essentielle d'Artemisia herba alba
Ass0.[332].
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Il semble que [I'antioxydant le plus efficace est la vitamine C (Acide
ascorbiqgue) avec un ECsy de 0.0046 + 0.0003 mg/ml. BOUGANDOURA et
BENDIMERAD [329] ont démontré que les molécules antioxydantes telles que
I'acide ascorbique et tocophérol (Vitamine E) réduisent et décolorent le DPPH
en raison de leur capacité a céder I'hydrogéne .

Le test au DPPH+ n'est pas quantitatif, il permet de comparer différents
extraits entre eux selon leur capacité a piéger le DPPHe et ainsi, d’apprécier les

variations qualitatives des composés phénoliques [310].

Les tests au DPPHe+ fournis dans la littérature sont basés sur le méme
principe que celui décrit par BRAND-WILLIAMS et al. [333], mais les

protocoles analytiques difféerent dans plusieurs parameétres [310, 334].

Toutefois il est important de noter que I'utilisation de différents protocoles de
mesure et de différents indices d’évaluation de l'activité antioxydante réduit la

fiabilit¢ d’'une comparaison des valeurs [310].

Cependant, l'efficacité antioxydante des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis L. et d’Artemisia herba alba Asso a été signalé dans de nombreux

travaux antérieurs (Tableau 3.16).

TEPE et al. [336], SHARIFIRAR et al. [326] et AKROUT et al. [398] ont

attribué cette différence dans les valeurs d’ ECsp a plusieurs facteurs:

e La composition chimique de I'huile essentielle,
e 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 facon d'exprimer l'unité ECsy.

Ce qui ne rend pas fiable la comparaison directe des valeurs ECsy rapportés
dans divers travaux. En effet, méme pour les antioxydants de synthese utilisés,
tels que l'acide ascorbique et le BHT, les valeurs ECso rapportées sont différents

selon le protocole expérimental utilisé.



Tableau 3.16: Quelques travaux antérieurs sur I'efficacité antioxydante de I'armoise blanche et de romarin.
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s Cinétique de la réaction.

Le suivi de la cinétique de la réaction de réduction du DPPH en solution
dans le temps nous renseigne sur l'efficacité et la puissance de l'agent
antioxydant [531].

La cinétique de réduction du radical libore DPPH obtenue pour la
concentration ECsp, des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. et
d’Artemisia herba alba Asso (Figure 3.12).
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Figure 3.12 : Cinétique de réduction du radical libre DPPH obtenue pour la

concentration ECs des huiles essentielles.

Pour les deux échantillons examinés, la réaction est biphasée, avec une
baisse rapide dans l'absorbance dans les premiéres minutes, suivies d'une
étape plus lente, jusqu'a ce que I'équilibre soit atteint , nous distinguons alors

deux zones :

e Zone a forte cinétique de piégeage du radical observée au bout des
dix premiéres minutes pour [I'huile essentielle de I'armoise blanche et au
bout de 15 minutes pour I'huile essentielle de romarin.

e Zone a faible cinétique de piégeage du radical DPPH ou zone de

tendance vers I'équilibre constatée.
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Pour I'acide ascorbique, la réaction est rapide et instantanée. Le changement
de couleur, qui exprime le passage du DPPH de forme radical (DPPH?¢)
a la forme réduite stable non radical (DPPH-H) se fait dans un laps de
temps extrémement court ou I'état d’équilibre est atteint & 2 min et la réduction est
presque compléte. Alors pour les huiles essentielles des deux plantes étudiées,
la réaction est lente et nécessite un temps prolongé pour atteindre [I'état

d’équilibre (10 min a 15 min respectivement).

D’aprés HUANG et al. [488] et POPOVICI et al. [310] le piégeage des
radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de

mécanismes:

e Cinétique rapide: la libération de lI'atome d’hydrogéne du groupement
hydroxyle des composés phénoliques de l'huile essentielle.

e Cinétique lente : la libération d’un électron.

Notons que la mobilité de I'atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle
de carvacrol présent dans 'huile essentielle de I'armoise blanche. En présence
d’un radical libre (DPPHe), 'atome H est transféré sur ce dernier alors transformé
en une molécule stable DPPH, ceci provoque une diminution de la
concentration du radical libre et également l'absorbance au cours du temps
de réaction jusqu'a [I'épuisement de la capacité d’antioxydant donneur
d’hydrogéne [383,332].

«+» Détermination de TECsxsy.

Nous avons choisi ['état d'équilibre comme période de mesure ou il s'avere
que la réaction ne progresse pas au-dela. Le temps a I'état d'équilibre dépend

de la réactivité des antioxydants.

Le paramétre TECsy est défini comme le temps atteint a I'équilibre avec
une concentration d'antioxydant égale a ECso. Ce temps est déterminé

graphiguement (Figures 3.13, 3.14).
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Les résultats obtenus (Figure 3.11) et I'estimation de la TECso donnée par
BRAND-WILLIAMS et al. [332], SCHERER et GODOY [323] & POPOVICI et al.
[308] montrent que les antioxydants synthétiques (vitamine C, BHT, BHA)

réagissent d'une fagon plus rapide avec DPPHs.

lIs ont besoin seulement de 2 £ 1min, 3 + 1 min et 3 + 1 min pour diminuer la

concentration

du radical libre de 50%. Alors que les huiles essentielles de

I'armoise blanche et le romarin réagissent d’'une fagon intermédiaire a lente avec

un TECso de 21+1 mn et 35x1 mn respectivement.
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Pour caractériser I'efficacité de ces antioxydants, on calcule 'EA (paramétre

d’efficacité anti-radicalaire).
«» Parametre d’efficacité antiradicalaire :

Un nouveau paramétre a été défini, [l'efficacité antioxydante, qui
combine les deux parametres (ICso et TECsp) afin de caractériser facilement le

comportement d'une substance en tant qu'antioxydant.

Les paramétres de calcul de l'activité antioxydante sont résumés dans
le tableau 3.17.

Tableau 3.17 : Paramétres de calcul de I'activité antioxydante.

ECso (mg/ml) TECso (min) AE (ml/mg*min)
HEA 0.7838+ 0.08 21+1mn 0.06075+0.001
HER 3.4838+0.42 35+1mn 0.0082+0.0005
BHT 0.0086x0.0005 3+x1mn 348.83+ 5.87
BHA 0.0060.0001 3+1mn 500.00+ 8.54
Vit C 0.0046x0.0003 2+¥1mn 108.69+ 1.69

L’activité anti-radicalaire suivant la classification proposée par SANCHEZ
MORENO et al. [335] et POPOVICI et al. [310] est élevée pour I'huile essentielle
de romarin et trés élevée pour I'huile essentielle de I'armoise blanche et les

antioxydants synthétiques testés

En comparant les résultats obtenus, on classe I'activité antioxydante suivant

'ordre :

Acide ascorbique >BHA> BHT> HE de I’Armoise blanche > HE de Romarin.

De nombreuses recherches ont montré une corrélation positive entre les

activités antiradicalaires et les composés phénoliques [489-493].
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L’activité antioxydante attribuée aux polyphénols s’expliquent en partie par

leur capacité a capturer des radicaux libres [489].

LOPEZ - LUTZ et al. [494], MIGHRI et al. [31], RIAHI et al. [495], KADRI et
al. [24] & ABOU EL-HAMD et al. [28] ont signalé que I'activité antioxydante faible
des huiles essentielles d’Artemisia herba alba Asso peut étre liée a la domination

de composés non- phénolique.

Des résultats similaires ont été trouvés avec des huiles essentielles d'autres
espéces d'Artemisia comme A. absinthium , A. biennis , A. Cana, A. dracunculus ,
A. frigida , A. et A. ludoviciana longifolia , qui sont dominées par des composants

non — phénoliques [31, 494].

L’activité antioxydante faible de I'huile essentielle de romarin Rosmarinus
officinalis L. comparativement a d'autres huiles connus par leur activité
antioxydante importante telles que les huiles essentielles d’Aragon, le thym et de
girofle, est due a l'absence des composés phénoliques tels que le thymol, le
carvacrol et I'eugénol [486, 496, 497, 398].

Selon RUBERTO et BARATTA [498], OKOH et al. [150], ERDOGAN-ORHAN
et al. [499], GHEDADBA et al. [500] & KADRI et al. [24], les monoterpénes
oxygéneés et le mélange de monoterpénes et des sesquiterpenes hydrocarbures
sont principalement responsables de potentiel antioxydant des huiles essentielles
par leur capacité d’agir comme donneurs d’atomes d’hydrogénes ou d’électrons,
d’ou la transformation réductive de DPPH< en DPPH-H, et par conséquent la

formation de la coloration jaune.

La capacité de balayage de radical libre DPPH par l'huile essentielle de
romarin et d’armoise blanche peut étre attribuée a la présence de certaines
composants qui ont une activité anti-oxydante, notamment le 1,8-cinéole,
I'a -pinene, le B -pinéne, le camphre et I’ a/p - thujone [249, 268, 501, 24, 360].

Dans des études antérieures, GACHKAR et al. [259] et RUBERTO
et BARATTA [498] ont démontré que les huiles avec une prédominance

monoterpénique ont montré une activité assez modeste.
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Les principaux composants contenus dans les huiles essentielles d’armoise
blanche et de romarin (1,8-cinéole, le camphre, la verbénone, le bornéol, le a-
pinéne, le camphene) sont connus pour présenter une faible activité anti-oxydante
[496, 398, 498].

Cette constatation est en contradiction avec les travaux de TEPE et al.
[336], ou ils ont démontré une grande activité antioxydante des huiles
essentielles contenant des monoterpenes et / ou des sesquiterpénes
oxygénés . Ainsi une corrélation existe entre l'activité¢ antioxydante des

essences et la teneur de monoterpenes oxygénés [502, 503].

BOZIN et al. [249] et KADRI et al. [24] ont signalé que la forte activité de
I'huile essentielle de 'armoise blanche est essentiellement accordée a la présence
de teneurs élevées de monoterpenes oxygénés et des mélanges de

monoterpénes et / ou des sesquiterpenes hydrocarbonés.

Les monoterpénes oxygénés, probablement monoterpénes cétones
(camphre) peuvent avoir la plus grande contribution a la capacité antioxydante

des huiles essentielles de romarin [504].

ZAOUALI et al. [153] et EL- MASSRY et al. [505] ont attribué la forte activité de
balayage observée chez deux variétés de Rosmarinus officinalis L. (typicus &
troglodytorum) et une espéce d’armoise Artemisia judaica en partie a la teneur
élevée en camphre enregistrée dans leurs huiles essentielles qui est selon
BOURKHISS et al. [291] et BARKAT et LAIB [332] doté d’'un pouvoir antioxydant

considérable.

1. Méthode de Blanchiment du B-caroténe :

Les activités inhibitrices de peroxydation des lipides par les huiles
essentielles ont été évaluées par I'essai du blanchiment du 3-caroténe, fondé sur
la perte de la couleur jaune de B-caroténe, due a sa réaction aux radicaux qui sont
constitués par oxydation d’acide linoléique dans une émulsion [24, 500].
Cependant, la présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres
dérivés de l'acide linoléique et donc prévenir I'oxydation et le blanchiment du (-
carotene [486, 482, 506, 507]. Plus l'efficacité d'un antioxydant est grande, plus
la décoloration du B-caroténe sera lente [469, 508]


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012004220
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Cette méthode est employée couramment parce que le B-caroténe montre

une activité biologique forte et est un composé physiologique important [24]. De ce

fait, il est employé dans I'évaluation de l'activité antioxydante des des huiles

essentielles des feuilles de Romarin (Rosmarinus officinalis L.) et d’Armoise

blanche (Artemisia herba alba Asso.).

Les résultats de I'étude de la cinétique de blanchiment du B-caroténe en

absence et en présence des huiles essentielles de Romarin (Rosmarinus

officinalis L.), d’Armoise blanche (Artemisia herba alba Asso) et des antioxydants

synthétiques (BHA, BHT et vit C) montrent que les courbes ont la méme allure, ce

qui implique la méme interprétation (Figure 3.15):

au temps (to) : la densité optique des huiles essentielles, les standards et le
contrble négatif, étant presque la méme et présentant un seull
d’absorbance d’environ (0.75). Nous pouvons I'expliquer par le fait qu’a ce
moment-la il n'y a aucun radical libre qui a été formé dans le milieu
réactionnel, par conséquent le B-caroténe reste hautement insaturé, la
couleur jaune confere alors une absorbance maximale, ce temps peut étre
nomme « temps de repos ».

au temps (t : 2 h): 'absorbance commence a diminuer progressivement
pour les deux huiles essentielles étudiées, les standards et le contrble (-),
ce qui indique sans doute le début de la formation des radicaux libres dans
le milieu réactionnel généré par l'acide linoléique, on nomme ce temps
« temps de génération »

Au-dela de 2h (2h< t < 48h) : I'étude de cinétique de blanchiment du [3-
carotene montre que celui-ci diminue graduellement avec le temps, pour
atteindre un état stationnaire au bout de 48 heures, étant donné que
le nombre des radicaux libres devient important. Apres ce temps-Ia, il reste
constant, ce qui montre que toutes les doubles liaisons présentes dans le
B-caroténe sont dégradées, ce qui s’achéve a I'épuisement irréversible de
la coloration jaune par la transformation en une couleur blanche, c’est donc

le blanchiment total du B-carotene, ce temps est dit« temps d’épuisement ».
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Par ailleurs, on remarque que la courbe (Figure 3.15) qui correspond au
contrdle (=) diminue d’'une fagon rapide, car il n’'y a aucun antioxydant qui puisse
inhiber ou diminuer I'oxydation du B-caroténe, ce qui facilite I'action des radicaux
libres et que les huiles essentielles semblent inhiber d’'une maniére efficace
(AAR{er= 82.23% et AARyea= 80.32%) I'oxydation couplée de I'acide linoléique et
du B-caroténe par rapport au contrble négatif et le BHT (Figures 3.15 et 3.16),.

La Vitamine C (un composé polaire) est avérée un antioxydant modeste
(79.21%), ce résultat est probablement di a la haute spécificité de I'essai du

blanchissement du - caroténe pour les composeés lipophiles [259].

Ce phénomene pourrait s’expliquer par le paradoxe des phénomeénes
polaires comme il est décrit par FRANKEL et al. [509 et KOLEVA et al. [485] Etant
donné que le test de blanchissement du [3-carotene est similaire a un systeme

d’émulsion de lipides dans I'eau.

FRANKEL et MEYER [510] et BOUZID et al. [511] ont supposé que les
antioxydants apolaires (Les huiles essentielles étudiées) exercent des propriétés
antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de l'interface lipide-
eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et I'oxydation
du B-caroténe. Alors que les antioxydants polaires (vitamine C) restent dilués dans

la phase aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du (3-caroténe peut étre

décrit comme un antioxydant primaire [511, 512].

Un antioxydant primaire est défini comme étant un composé chimique qui
retarde ou empéche I'étape d’initiation et interrompe I'étape de propagation de la

réaction d’oxydation des lipides [513, 514].

L’antioxydant céde un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert
d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de protons, pour
donner un intermédiaire radical stabilisé de par ses structures mésomeres
conjugueées, arrétant de ce fait la réaction en chaine de propagation pendant le
processus d'oxydation des lipides [335]. De ce fait, les huiles essentielles de

romarin et d’armoise blanche sont considérées comme antioxydants primaires.
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Figure 3.15 : Cinétique de blanchiment du B-carotene en présence des huiles
essentielles et des antioxydants standards.
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Figure 3.16 : Activité antioxydante relative (AAR%) des huiles essentielles et des

antioxydants standards aprés 48h.

Nous pouvons déduire que la méthode de blanchissement du B-carotene
serait particulierement utile pour des investigations des antioxydants lipophiles et

serait appropriée pour étudier I'activité antioxydante des huiles essentielles.

En revanche, si des composés polaires (acide ascorbigue) sont examinés
seulement par cette méthode, ils seraient considérés en tant qu'antioxydants

faibles.
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La plupart des activités antioxydantes non enzymatiques telles que le
piégeage du radical libre et l'inhibition de la peroxydation est mis en place

par la réaction rédox [515].
s Méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power) :

La présence des antioxydants dans les huiles essentielles de romarin et
d’armoise blanche a été évaluée par le test FRAP dont la puissance de réduction

est 'un des mécanismes antioxydants [344, 334, 516].

L’activité antioxydante est développée par la mesure de la capacité des
antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le complexe KsFe (CN) ¢
en fer ferreux (Fe*"). En effet, le Fe**participe & la formation du radical hydroxyle
par la réaction de Fenton. Par conséquent, Fe®" peut étre évalué en mesurant
et en surveillant 'augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700nm [489, 334, 344, 329].

Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés et par conséquent l'activité antioxydante [344].
En d’autre terme, le systéeme FeCl3/K3Fe(CN) ¢ confere a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semiquantitaive » des concentrations des polyphénols,
qui participent a la réaction rédox [329, 517]. Les résultats de [lactivité
antioxydante dosée par le test de FRAP des huiles essentielles et des
antioxydants de synthese (BHT, BHA, Vit C) sont représentés dans les figures
3.17, 3.18 et 3.19:
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Figure 3.17 : Pouvoir réducteur de I'huile essentielle de 'armoise blanche
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Figure 3.18 : Pouvoir réducteur de I'huile essentielle de romarin.
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Figure 3.19 : Pouvoir réducteur des antioxydants de référence.

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles des plantes étudiées est dose
dépendante (concentration dépendante). A la concentration de 0,5 mg/ml, le
pouvoir réducteur de lhuile essentielle de I'Artemisia herba alba Asso est
largement  supérieur (DO=0,3304) par rapport a [I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L. (DO=0,1262), mais nettement inférieur a celui de
I'acide ascorbique qui présente une densité optique de 0,7484 a la concentration

0,04 mg/ml seulement.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la
présence de molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec
les radicaux libres et les convertir en produits stables, terminant de ce fait les

réaction en chaines parmi lesquelles les polyphénols [518].
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En outre, une forte corrélation entre la teneur totale en composés

phénoliques et l'activité antioxydante déterminée par le test FRAP [519].

Le pouvoir réducteur des deux espéces étudiées est probablement did a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques (la
présence de carvacrol méme a faible concentration dans I'huile essentielle de
'armoise blanche) qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants [329, 520].

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur
d’'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle [329, 497].

Beaucoup de travaux ont indiqué qu’il y a une corrélation directe entre
les activités antioxydantes et la puissance de réduction de quelques

composants de plantes [522].

Les composés phénoliques et terpéniques contenus dans les huiles
essentielles sont associés avec leur activité antioxydante, principalement en
raison de leurs propriétés redox exercées par différents mécanismes : piégeage
du radical libre, des donneurs d'hydrogéne ou d’électrons, chélation des métaux
de transition [559, 575].

Les propriétés redox, principales raison de l'activité antioxydante des huiles
essentielles, jouent un réle important dans la neutralisation des radicaux libres ou

en décomposition des peroxydes [512].

Les résultats basés sur les trois méthodes de mesure de la capacité
antioxydante montrent que les huiles essentielles testées possédent des
propriétés de piégeage de radicaux libres, Notons que l'huile essentielle de
I'armoise est plus efficace que celle de romarin. Ce qui est confirmé par AOUADI
et al. [523]. Nous pouvons expliquer ce résultat par la présence de carvacrol

méme a faible concentration dans I'huile essentielle de 'armoise blanche.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174014000412
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I semble qu'il y avait une trés forte corrélation positive entre l'activité
antioxydante des huiles et leur contenu du carvacrol. Ces résultats sont cohérents
avec |'étroite relation entre la teneur en carvacrol et le potentiel antioxydant élevé

rapporté par de nombreux auteurs [486, 524, 525].

KARADAG et al. [526], TABART et al. [527], GHIABA et al. [528] & GACHKAR
et al. [259] ont attribué la variation de l'activité antioxydante des huiles essentielles

a la méthode d’évaluation.

En effet la complexité chimique des huiles essentielles, souvent un mélange
de composés avec des groupes fonctionnels différents ; la polarité et le
comportement de produits chimiques peuvent mener aux résultats dispersés, selon
la méthode utilisée [409, 529].

PUKALSKAS et al. [530] & KADRI et al. [531] soulignent que L’activité
antioxydante dépend de la nature hydrosoluble ou liposoluble de I'antioxydant.
Ce qui explique le fait que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. et
d’Artemisia herba alba Assso ont une activité antioxydante modérée dans le
test de piégeage de radical libre DPPH et le test FRAP, en comparaison avec le
test de blanchissement de [-carotene, ou elles ont montré des activités

antioxydantes importantes.

Aussi, les différences enregistrées de l'activité antioxydante peuvent étre en
rapport avec la méthode utilisée pour extraire les composés antioxydants. En
effet, I'huile essentielle de romarin extraite par micro-ondes a montré une activité
supérieure a celle obtenue par hydrodistillation classique. Cela est probablement
dd a des proportions plus élevées de composés oxygenés dans I'huile extraite par
micro-ondes [150].

Selon DERWICH et al. [85] & BARRA et al. [465], I'activité antioxydante peut

aussi varier en fonction de la composition chimique des huiles essentielles.

Selon WANG et al. [154], Il est tres difficile d'attribuer les activités
biologiques (Activité antioxydante) d'une huile essentielle total & un ou quelques
composés actifs, car une huile essentielle contient toujours un mélange de
différents composés chimiques. En Outre les composés majeurs et méme mineurs

peuvent apporter une contribution significative a l'activité de I'huile [472, 495, 30].
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Parallelement d’autres travaux, ont montré que ce n’est pas uniquement
les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont responsables de
cette activité antioxydante, 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 [532, 533].

La comparaison in vitro de [l'activité antioxydante d’huile essentielle du
romarin avec celles de ses principaux composants (1,8-cinéole, a - pinéne et
B-pinéne) au moyen de l'essai au DPPH et I'essai de blanchissement du
B-carotene, a montré que I'huile essentielle était plus active que ses composants

dans les deux modéles d’essai [154].

L'activité antioxydante des antioxydants naturels peut étre due a divers
mécanismes, tels que l'inhibition de la peroxydation lipidique en un stade
précoce par l'activité scavenger des radicaux peroxydes et de linterruption
d'une chaine de réactions radicalaires par le don d'atomes d'hydrogéne ou
d'électrons, le piégeage des radicaux libres et la capacité de réduction, qui

convertissent les radicaux libres a des produits finaux plus stables [184].



CONCLUSION

L’Algérie, de part sa position géographique, présente une large gamme
d’étages bioclimatiques, induisant une biodiversité immense de plantes
aromatiques et médicinales qui demandent d’étre exploitées, afin de déterminer
de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents

problémes de la santé et d’étre une alternative des pesticides synthétiques.

Dans ce cadre, deux plantes ont fait 'objet de notre étude phytochimique
et des activités biologiques : 'armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso.) et le
romarin (Rosmarinus officinalis L.), dont les feuilles ont été récoltées dans la
région de Dijelfa (zone semi_aride), le mois d’Avril 2013. Le rendement moyen en
huiles essentielles exprimé en millilitre par rapport a 100 g de la matiere seche est
de l'ordre de 0,80+0,15% et de 1,20+0,12%, respectivement, ce dernier peut étre

rentable a 'échelle industrielle.

La composition chimique des huiles essentielles étudiées a été identifiée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM), dont les composés majoritaires sont: le camphre (39,5%), le
chrysanthénone (10,38%) et le 1,8-cinéole (8,6%) pour l'huile essentielle de
'armoise blanche. Bien que, I'huile essentielle du romarin a été caractérisée
comme ayant un important contenu de camphre (39,7%) suivi par le 1,8-cinéole
(18,26%), 'a-pinene (13, 19%) et le camphéne (9,51%).

Quant au contrdle physico-chimique des différents parametres a savoir :
l'indice de réfraction, l'indice d’acide, la densité relative et le pouvoir rotatoire a
montré que les huiles essentielles des deux espéces étudiées répondent aux

normes internationales.

L’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches testées : Klebsiella
pneumoniea, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subitilis,
Staphylococcus aureus, et Candida albicans révele une sensiblité marquée
aux huiles essentielles a I'exception de Pseudomonas aeruginosa qui s’est

montrée plus résistante.



Une bonne activité biopesticide des huiles essentielles testées s’est évaluée
vis-a-vis de deux champignons a savoir: Aspergillus niger et Fusarium

oxysporum.

L’activité antioxydante a été évaluée par trois tests : le test de piegeage du
radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), le test de blanchissement du (3-carotene et
la détermination du pouvoir réducteur (FRAP). Les résultats montrent que les
huiles essentielles testées ont activité antioxydante modérée comparées aux
antioxydants standards : butylhydroxytoluéne (BHT), butylhydroxyanisole (BHA) et
vitamine C.

Parallelement aux travaux, ce n’est pas uniquement les composés
majoritaires des huiles essentielles qui sont responsables de ces activité
biologiques, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui
peuvent interagir d'une fagon synergique ou antagoniste pour créer un

systeme efficace.

En effet, il ressort du présent travail que [l'Artemisia herba-alba Asso.
et Rosmarinus officinalis L. de la région de Djelfa sont des plantes trés
intéressantes et riches en composés secondaires. Les résultats obtenus sont
remarquables, car ils ouvrent dans le futur des perspectives, en orientant les
recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et

complémentaires des activités biologiques des plantes étudiées.

A cet effet, on propose de réaliser des tests en synergie avec des
antibiotiques de synthése ou d’autres huiles essentielles afin d’inhiber I'espéce
Pseudomonas aeruginosa qui semblait résistante a [l'action des huiles
essentielles, d’ouvrir des pistes pour 'isolement et la caractérisation des principes
actifs responsables de ses activités , la mise en évidence de leur mécanisme
d’action in vivo et de montrer aussi leur importance et la possibilité de leur
exploitation dans certains domaines : pharmaceutique, cosmétique, insecticide

et alimentaire.
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MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS Réactifs

Bocaux. Broyeur. Mg Sog.

Capsules. Balance analytique. NaCl.

Ballon. Etuve. NaOH (0.1 M).

Flacons. Dessiccateur. Ethanol.

Entonnoir. Clevenger. Ether.

Flacons teintés. | Chauffe ballon. H.0..

Béchers. Réfractometre. DMSO.

Burette. Pycnometre. DPPH.

Tubes a essai. | Balance hydrostatique. | BHA.

Boites de pétri. | Polarimetre. BHT.

Seringue. CPG/MS. Vitamine C.
Spectrophotometre [3-caroténe.
(UV-visible). Chloroforme.
Rotavapeur sous vide. | Acide linoléique.
Bain-Marie. Tween 40.
Centrifugeuse. Méthanol.
Vortex. Tampon phosphate 0.2M, PH=6.6).

Acide trichloracétique.
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Figure 3.7 : Chromatogramme de I'huile essentielle d’armoise blanche.
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Figure 3.8 : Chromatogramme de I'huile essentielle du romarin.



APPENDICE D

ETUDES STATISTIQUES

Calcul de la moyenne :
_ n
X = l/nz X
1

n : Nombre de répitions.

X; . Valeurs observées.

Calcul de I’écart type :

5=J1/n—12f(xi—i)2




APPENDICE E

LISTE DES ABREVIATIONS

HE : Huile essentielle.

HEA : Huile essentielle d’armoise blanche.

Z1 : Zone d’Inhibition.

E.c. : Escherichia coli.

P.a.: Pseudomonas aeruginosa.

K.p. : Klebsiella pneumonia.

S.a. : Staphylococcus aureus.

B.s. : Bacillus subtilis.

C.a. : Candida albicans.

A.f. : Aspergilus flavus.

F.0.: Fusarium oxysporum.

ATCC : American Type Culture Collection.

PDA: Potato Dextrose Agar

DMSO : Diméthylsulfoxide.

ISO : Organisation Internationale de Normalisation.
AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
AFSSPS : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santeé.

CPG/SM : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de

Masse.

ATP : adénosine-5'-triphosphate.


https://fr.wikipedia.org/wiki/American_Type_Culture_Collection
http://www.iso.org/iso/fr/

DPPH : 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle.

BHT : Butylhydroxytoluéne.

BHA : Butylhydroxyanisole.

Vit C : Vitamine C.

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power.

ECso : Concentration requise pour diminuer la concentration du DPPH de 50%.
APR : Pouvoir antiradicalaire.

TECso : Temps nécessaire pour atteindre I'équilibre a ECso.
AER : Activité antiradicalaire.

AAR : Activité antioxydante relative.

Abs : Absorbance.

Max : Moyenne des températures maximales.

Min : Moyenne des températures minimales.

Moy : (M+m)/2.



v/lv : volume par volume.

p/v : poids par volume.
°C : degré Celsius.
h : heure.

t: temps.

to : temps initial.

g : gramme.

% : pourcentage.
ml : millilitre.

pl : microlitre.

M : Molaire.

m : metre.

mm : millimétre.
KM : micrométre.
min : minute.

ev : électro volt.

APPENDICE F

LISTE DES SYMBOLES

CFU : Unité Formant des Colonies.

nm : nano metre.
mg : milligramme.
< : Inferieur.

> : Supérieur.

+ . Positif.

- : Négatif.



TR : Temps de rétention.
IK : Indice de Kovats.

a : Alpha.

3 : Béta.

Y : Gama.

+ : Plus au moins.
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GLOSSAIRE

Pubescente : Se dit des plantes garnies de poils trés fins et courts.

Capitule : 1l s'agit de fleurs sans pédoncules regroupées sur un réceptacle,

entourées de bractées.
Akéne : Un fruit sec indéhiscent, a graine unique.

Antidiabétique : Protege contre le diabete.

Antiseptique : Détruit les microbes et empéche leur développement.
Vermifuge : Se dit d’'un reméde qui a la propriété d’expulser les vers intestinaux.
Antispasmodique : Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires.

polyarthrite rhumatoide : Une maladie dégénérative inflammatoire chronique,

caractérisée par une atteinte articulaire souvent bilatérale et symétrique.
Analgésique : Supprime la douleur.
Antibactérien : Inhibe et détruit les bactéries.

Hémostatique : Qui a la propriété d’arréter les hémorragies.

Arthrite : Désigne P’inflammation d’une articulation.

Antimutagene : S’'oppose aux substances susceptibles d’introduire des

mutations.

Digestif : Remede concourant a la digestion.

Tonique : purifie, rafraichit et « tonifie » la peau.

Diurétique : Stimule la production d’urines.

Sudorifique : qui provoque la sueur (provoque la transpiration).

Carminatif : Facilite I'évacuation des gaz intestinaux.


https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9doncule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bract%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_sec
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9hiscence_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Graine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Articulation_(anatomie)
https://fr.wiktionary.org/wiki/propri%C3%A9t%C3%A9
https://fr.wiktionary.org/wiki/arr%C3%AAter
https://fr.wiktionary.org/wiki/h%C3%A9morragie

Stomachique : Soulage des maux d’estomac ou facilite la digestion.

Caustique : Il signifie qui est brdlant, corrosif en parlant des substances qui ont
la propriété de brdler ou de désorganiser, par leur action chimique, les matieres

animales.

Hypertention : une pathologie cardiovasculaire définie par une pression

artérielle trop élevée.

Labyrinthite : (otite interne) est une affection d'équilibre suite a une infection ou

inflammation de l'oreille interne

Antivirale : qui perturbe le cycle de réplication d'un ou de plusieurs virus,

permettant ainsi de ralentir mais rarement d'arréter une infection virale.

Anti-inflammatoire : qui combat les inflammations.

Névralgie : définit la présence de douleurs sur le trajet d'un nerf.

Cholérétique : , c'est-a-dire la production de bile par le foie.

Hépatoprotecteur : qui protége le foie.

Anti-tumorigéne : s’'oppose aux cellules susceptibles de dégénérer en tumeurs
Antiparasitaire : qui détruit les parasites.

Antiproliférative : empéche la prolifération d’'un phénomene.

Cholagogue : facilite I'évacuation de la bile vers l'intestin

Inseticide : qui a la propriété de tuer les insectes, leurs larves et/ou leurs ceufs.

Biopesticide : pesticide biologique, lutte contre les organismes considérés

comme nuisibles.

Cytotoxique : qui a la propriété d'altérer des cellules, éventuellement jusqu'a les

détruire.

Hépatotoxique : nocif pour le foie.

Neurotoxique : Qui agit habituellement en perturbant ou en paralysant l'influx

nerveux.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Synapse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Synapse

Antifongique : Actif contre les champignons et les levures.
Antimicrobien : Inhibe et détruit les microbes.

Antioxydant : Permet aux aliments de résister a 'oxydation et a une détérioration

graduelle.
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