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Partie A

INTRODUCTION
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1. Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales (PPAM)

Dans toutes les civilisations du monde, et depuis les temps les plus anciens, les plantes aroma-
tiques et médicinales étaient étroitement liées a la vie quotidienne de I’homme. En médecine, en
gastronomie, en parfumerie, et en cosmétique, toutes les plantes a parfums possedent une place
de choix. Cependant, depuis le début de I’ére industrielle, ces usages se perdent, les sociétés mo-
dernes ayant a leur disposition d’autres molécules, d’autres materiaux, et des moyens de produc-
tion autrement plus conséquents. C’est ainsi qu’ont commencé a disparaitre la plante-nourriture,
la plante-soin et la plante-cosmétique ou parfum. Néanmoins, I'impact massif qu’a exercer I'in-
dustrialisation sur I'environnement a conduit a une prise de conscience génerale en faveur de la
santé de I'nomme, qui commence a avoir la volonté de se retourner vers «le naturel ».
L’utilisation des PPAM (plante entiéres) ou sous forme d’extraits, d’hydrolats ou d’huiles essen-
tielles gagnent donc du terrain dans de nombreux domaines : agroalimentaire, cosmetique, phy-
tothérapie, parfumerie...etc.

Caracterisé par une flore trés riche, le bassin méditerranéen posséde un nombre important de
plantes a parfums aromatiques et médicinales a forte valeur ajoutée. En effet, le particularisme
que possede la végétation méditerranéenne, entre autre le caractére de l'adaptation morpho-
anatomique, lui confére une biodiversité exceptionnelle.

Connue comme le plus grand pays riverain de la Méditerranée. L’Algérie est reconnue par sa
diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations
populaires dans I’ensemble des terroirs du pays. La richesse de la flore algérienne est donc in-
contestable, elle recéle un grand nombre d’especes classées en fonction de leur degré de rareté :
289 espéces assez rares, 647 especes rares, 640 especes tres rares, 35 especes rarissimes et 168
especes endémiques (FAO, 2012) [1]. Il faut toutefois rappeler que d’autres plantes, poussent un
peu partout sur le sol algérien sans forcément étre répertoriées, ou classées dans des zones géo-
graphiquement bien déterminées. Par exemple, celles qui poussent dans la péninsule de Collo,
les monts de Tlemcen, la péninsule d’Arzew, le Cap Falcon, I’Ouarsenis, le Sersou, la région
d’Aflou et le Djebel Aissa et/ou dans des domaines ou terres privées a petites ou moyennes
échelles, dans les zones steppiques et sahariennes et dans des terroirs ou les plantes aromatiques
et médicinales ne sont pas encore inventoriées [1].

Ainsi selon L’Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie, « INRAA » dans son
rapport national sur I’état des ressources phytogénétiques pour I’alimentation et I'agriculture en
2006, signale que sur les 1600 espéces spontanées utiles et cultivees, I’Algérie n’en utilise que 1
% [2].

En dépit de cette richesse floristique, la filiere des plantes aromatiques et médicinales et de ses
dérivés est peu développée en Algérie. En effet, il serait donc indispensable que le démarrage
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d’une activité industrielle se fasse ; car selon le rapport de I’Union Internationale pour la Con-
servation de la Nature, ‘UICN’ et I’Agence Nationale pour la Conservation de la Nature, ‘ANN’
sur le Programme de la Biodiversité en Afrique du Nord P], les chances de reussite d’une indus-
trie de fabrication de médicaments a partir de plantes et leurs dérivés en Algérie existent et ceci
grace a I’abondance des plantes médicinales, a la diversité climatique, a I’existence d’une main
d’ceuvre et a I’expérience dans les domaines agronomique et artisanal.

Actuellement environ 25% des substances naturelles commercialisées sont d'origine végétale. Le
nombre de plantes médicinales est estime a environ 250 000 especes, dont seulement quelques
centaines ont fait I'objet d'une étude approfondie impliquant, la composition chimique et l'utilisa-
tion thérapeutique. Cependant, il reste toujours une grande quantité de molécules bioactives in-
connues.

Depuis quelques années, la valorisation de ces plantes et de leurs dérivés (huiles essentielles,
hydrolats) est devenue un facteur de développement économique d’un nombre important de pays
émergents, il est donc nécessaire de suivre ce flot en s’appuyant sur des bases scientifiques qui

peuvent apporter une contribution significative au développement de cette filiere en Algérie.

2. Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles ont, a toutes époques, occupé une place importante dans la vie quoti-
dienne de I’lhomme qui les utilisaient au tant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme
se soigner. La connaissance des huiles essentielles remonte a fort longtemps puisque I’lhomme
préhistorique pratiquait déja, a sa maniere, I'extraction des principes odorants des plantes. Des
hiéroglyphes égyptiens et des manuscrits chinois attestent que, dans I’antiquite, prétres et alchi-
mistes utilisaient des huiles essentielles a des fins thérapeutiques. Les huiles essentielles consti-
tuent donc une source intéressante, de nouveaux composeés, dans la recherche des molécules
bioactives.

On appelle « huile essentielle » I’huile secrétée par la plante dont elle est extraite. Cette huile est
dite « essentielle » au sens ou elle constitue une substance aromatique naturelle qui est la « quin-
tessence » de la plante. Une huile essentielle est un liquide concentré de composés aromatiques
volatils extraits de matiéres premiéres végétales par difféerentes méthodes : entrainement par
I’eau ou la vapeur d’eau, distillation seche ou par des procédés meécaniques. Les huiles essen-
tielles sont utilisées largement dans I’agroalimentaire et la parfumerie et, en plus petites quanti-
tés, dans le secteur des cosmétiques et dans celui de la sante, par exemple, dans des préparations
pharmaceutiques, la phytothérapie et I’aromathérapie. L’industrie alimentaire consomme environ
60 % de la production des huiles essentielles et le reste est utilisé en parfumerie. Environ 300
huiles essentielles entrent couramment dans la fabrication des parfums et des ardmes alimen-

taires, notamment les huiles essentielles de citron, de menthe poivrée et de romarin [3].




Selon les normes internationales, les huiles essentielles doivent étre liquides a température am-
biante, de consistance huileuse mais non grasse, leur densité inférieure a celle de I'eau a
I’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver), volatiles, insolubles dans I’eau, et
solubles dans les huiles végétales, dans I’éther et dans I’alcool jusqu'a un certain pourcentage, et
de polarité moyenne. Ces mélanges complexes de diverses molécules (alcools, terpenes, cétones,
aldéhydes, etc.), sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes (infec-
tions d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine dentaire,
plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la desinfec-
tion de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries. Elles sont éga-
lement utilisées pour massage, inhalation ou ingestion. En industrie alimentaire, elles sont utili-
sées pour avoir une conservation saine et de longue durée pour les produits consommeés ainsi
qu’une qualité organoleptique meilleure, et pour réduire la prolifération des micro-organismes.
Les huiles essentielles sont utilisées dans les aliments comme conservateurs antioxydant et anti-

microbien.

3. Les hydrolats

L’hydrolat ou I’eau florale est I’eau distillée aqueux qui subsiste et que I’on sépare de I’huile
essentielle aprés I’entrainement a la vapeur d’eau. Elle est plus ou moins aromatisee selon les
plantes distillées car elle se charge de molécules aromatiques au cours de la distillation. La ca-
ractéristique principale de I’hydrolat c’est qu’il est produit uniquement au cours de la distillation
et pourrait étre décrit comme un distillat 100% non alcoolisé [4]. Les hydrolats contiennent, sous
forme naturellement dissoute, certains composés aromatiques des huiles essentielles (moins de
5%), contiennent en petite quantité des composés volatils semblables a ceux présents dans I’huile
essentielle ainsi que des composés solubles dans I’eau non retrouvés dans I'huile.

Dans son ouvrage Medical Aromatherapy, le Dr Kurt Schnaubelt explique que I’hydrolat aroma-
tique contient les composants hydrosolubles et volatils d’une plante qui lui donne souvent un
parfum similaire mais moins intense a celui de I’huile essentielle, les molécules oxygénées hy-
drophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles comme les hydro-
carbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents. La composition des hydrolats
s'éloigne donc de celle des huiles. Certains hydrolats présentent une plus grande proportion de
molécules lipophiles comme ceux de Mentha piperita ou Melissa officinalis [5]. Sa composition
plus riche en composants hydro-compatibles et privée de substances de types terpenes, differe
elle aussi, ce qui rend I’hydrolat tres tolérable, anti-inflammatoire et antiseptique. L’utilisation
des hydrolats s’est aujourd’hui répandue en aromathérapie. Certains sont utilisés comme to-
niques, ou dans le cas de I’hydrolat de I’arbre de thé (Melaleuca alternifolia), comme antisep-

tique pour les pieds avant un massage aromatherapique [4].
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Cependant, malgré cet engouement, les chercheurs ne s'y intéressent que trés peu. Il existe donc
un réel manque de données scientifiques traitant cet extrait naturel. Pourtant, la faible toxicité et
la nature chimique des hydrolats en font un produit original, intéressant a étudier comme en rap-

portent les rares publications parues a ce sujet.

4. Intérét économique
4.1. Les Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales

Utilisées en I’état frais ou séchées, a des fins culinaires ou thérapeutiques, les « PPAM » entrent
en tant que composants dans la fabrication des cosmétiques, médicaments, en phytothérapie, ou
autres produits de santé naturels, et sont aussi la base de produits transformés a haute
valeur ajoutée comme: huiles essentielles, absolues, concrétes, extraits secs...
La demande des «<PPAM> et leurs dérivés pour I’agroalimentaire, la phytothérapie, les parfums
et les produits cosmétiques naturels n’ont fait qu’augmenter. Ces «PPAM>, dans les pays en
voie de développement d’Asie, d’Afrique et d’Amérique latine, n’ont pas cessé de jouer un
réle im-portant dans leur pharmacopée traditionnelle et alimentaire. Durant ces derniéres
décennies les « PPAM » ont vu un regain d’intérét ou leurs ventes ont augmenté entre 5 et
15%. L’Europe dé-tient le plus grand marché, suivie par I’Asie, I’Amérique du Nord et le
Japon. Les USA consti-tuent le marché le plus grandissant. En effet le marché mondial des
PPAM brutes (aucune trans-formation) est estimé a 64 milliards $ avec plus de 35 000 plantes
utilisees en industrie [6]. Pendant cette derniere decennie, la mefiance des consommateurs
vis-a-vis des produits chi-miques entraine une croissance de ce marché (recherche de
naturalité). Plusieurs secteurs d’activités sont concernés : (cosmétique, parfumerie,
alimentaire, aromathérapie) par cette ten-dance. En 2012 les échanges mondiaux d’épices et
d’aromates sont estimés a 450 000 tonnes par an, cette croissance s’accompagne avec de
nouvelles tendances comme la prise en compte des pro-blématiques du développement
durable, bio équitable, la contractualisation et la relocalisation des productions. Le secteur de
la cosmétique bio, a titre d’exemple, est en croissance de +25% de son chiffre d’affaires annuel
en France, 450M€ en 2016 soit 3% du marché des cosmétiques [6]. Comme la demande de
plantes médicinales est de plus en plus forte, tant en Asie du Sud que sur la scene

internationale, on s'attend a ce que la valeur de ce commerce atteigne 5 billions US$ d'ici a

4.2. Les Huiles Essentielles
Les pays en voie de développement dominent la production mondiale d’huiles essentielles, grace
a I’abondance des espéces nécessaires a la fabrication, aux avantages climatiques et au faible

colt de la main d’ceuvre. A titre d'exemple, les récoltes peu ou pas mécanisées, comme la rose




ou le jasmin, nécessitent une main d’ceuvre importante dont les colts sont nettement inférieurs
dans les pays en développement. Ces derniers bénéficient en conséquence d'un avantage codt
non négligeable sur les marchés internationaux et attirent les entreprises elaborant les arémes et
les huiles essentielles. Cependant les pays industrialisés dominent lorsqu’il y a nécessité de haut
rendement et de forte mécanisation comme par exemple la fabrication de lavandin en France. Les
marchés importants des huiles essentielles sont localisés aux Etats-Unis, en Europe de I’Ouest,
au Japon et au Canada. Les Etats-Unis possédent un marché domestique important, mais étant
donné les contraintes de colts et de climat, la majeure partie des produits sont importés [7].

De nos jours, environ 150 huiles essentielles sont couramment commercialisées contre 300 il y’a
50 ans. La premiére huile essentielle mondiale en tonnage est I’huile essentielle d’orange, la-
quelle est un sous-produit de la production du jus d’orange puisqu’extraite de la peau d’orange
par pression a froid. Elle est produite a hauteur de plus de 50 000 tonnes, principalement issue du
Brésil et de la Floride (USA), représentant a eux deux pres de 90 % du volume total commercia-
lise. Vient ensuite la menthe (Mentha arvensis) dont la production est estimee a 32 000 tonnes,
puis les huiles essentielles d’eucalyptus (4 000 tonnes), et de menthe poivrée (3 300 tonnes) [8].
La production mondiale d’huiles essentielles a récemment été estimee a plus de 110 000 tonnes.
Néanmoins, les trois huiles essentielles les plus vendues dans le monde représentent prés de 90
% de ce volume total, avec deux grands groupes : les agrumes et les menthes, le Brésil est le
premier producteur mondial d’huiles essentielles en termes de volumes, le deuxiéme étant vrai-
semblablement I’Inde pour sa production d’huile essentielle de menthe développée notamment
au nord de Delhi. L’Inde a d’ailleurs repris le leadership de cette production au détriment de la
Chine [8].

Toutes les huiles essentielles et les composantes chimiques qu’on y trouve naturellement sont
dérivées de récoltes saisonniéres et sont produites a travers le monde. Le climat, la géopolitique
et les conditions du marché peuvent affecter le prix dramatiquement et provoquent parfois une
grande volatilité. Certaines huiles essentielles peuvent étre manufacturées pour certains compo-
sés aromatiques qui peuvent étre isolés, alors que d’autres sont simplement conservées intactes et
vendues comme un produit.

A I’égard de toutes les importations croissantes d’huiles essentielles et d’extraits de plantes en
Algérie, il apparait que la filiere des huiles essentielles est peu développée malgré les fortes po-
tentialités. Pour promouvoir ce secteur émergeant et profiter des opportunités offertes, il est im-
portant d’engager cette filiere dans la voie d’un développement durable qui veut concilier pro-

gres économique, technologique, social et préservation de I'environnement.




5. Problematique de recherche

Cette thése rentre dans le cadre d’un projet structurant porté par I’Université de Tlemcen
en partenariat avec le groupement des entreprises, CONSORTIUM PPAM&HE
ALGERIA, qui souhaite mettre en place une méthodologie de travail afin de
caractériser les huiles essentielles algériennes présentant des compositions chimiques a
forte valeur ajoutée. Pour se faire nous nous sommes donné comme objectif de mettre
en place une méthodologie de recherche basée sur une sélection des espéces sur la base de
leurs variabilités chimiques, leurs activités biologiques ainsi que I’intérét économique porté
sur chacune des huiles analysées, et cela afin d'aider le Consortium a structurer la filiere

des Huiles Essentielles en Algérie.

Les huiles essentielles sont des produits naturels a forte valeur ajoutée, elles sont utilisées, d’une
part pour leurs propriétés odorantes, dans le secteur des cosmétiques et parfums, et d’autre part
pour leurs propriétés médicinales. Les huiles essentielles sont d’une composition chimique tres
complexe; elles proposent parfois jusqu’a plusieurs centaines de molécules aromatiques actives,
qui se trouvent en proportions variables et pouvant presenter des structures et des fonctions chi-
miques trés variées. Néanmoins, la diversification de la production d’huiles essentielles, ainsi
que le contrble de leur qualité, ne peuvent étre envisagés que si la caractérisation de ces subs-
tances naturelles soit réalisée, et celle-ci passe par plusieurs étapes ; en commencant par la pré-
paration de I’échantillon jusqu’a I’identification de la composition chimique, qui constitue un
facteur déterminant en vue de leur commercialisation. En effet, comme pour tous les produits
naturels étant formés de mélanges généralement complexes, la composition d’une huile essen-
tielle issue de deux plantes d’une méme espéce botanique n’est pas constante, elle est dépendante
de nombreux facteurs (pédoclimatique, agricole, extraction, cycle végétatif...etc.).

En se basant sur ce concept, nous avons pris pour but dans ce travail de these, d’étudier la varia-
bilité chimique de certaines espéces communes a I’Algérie et dans le monde, afin d’établir des
études comparatives, mais aussi des espéces endémiques de la région Ouest de I’ Algérie, jamais
décrites dans la littérature, afin d’identifier leurs compositions et de déceler toute spécificité
pouvant caractériser leurs compositions chimiques. Pour ce faire, trois grands volets ont été dé-
veloppés : le principal volet est chimique, il concerne I’étude et la caractérisation de la compo-
sition chimique des volatils des plantes (huiles essentielles et hydrolats). Les deux autres volets
sont totalement complémentaire étant donné qu’ils rentrent dans I’aspect pluridisciplinaire de la
these : (i) un volet d’activités biologiques: il consiste a mettre en évidences les activités antioxy-
dantes, antibactériennes, antifongiques, insecticides et larvicides des huiles essentielles et hydro-

lats étudiés, (ii) un volet économique : ce volet est totalement complémentaire car il va non seu-
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lement nous aider a sélectionner les meilleures compositions chimiques sur la base d’une étude
du marché des huiles essentielles produites et commercialisées, mais aussi il va nous
permettre de mettre en application des produits pouvant intéresser le monde industriel et ainsi

apporter une plus-value a I’économie de notre pays.

Dans le volet chimique, le choix des plantes étudiées s’est effectué sur la base d’études compara-
tives de la composition chimique sur plusieurs rangs; ceci-dit une comparaison entre les espéces
d’un méme genre, les sous especes d’une méme espece et entre les variétés d’une méme espece,
et ainsi faire une comparaison entre les résultats obtenu et ceux rapportés dans la littérature.
Pour cela nous avons choisi deux groupes de plantes: des plantes qui sont beaucoup étudiées
que ce soit dans notre pays ou dans le monde et qui ont présenté des résultats tres variées
(cas des menthes et des thyms), notre but était de faire une comparaison entre les résultats
trouveés et la specificite que peut représenter notre région.
Le deuxieme groupe est celui des plantes qui n’ont jamais fait I’objet d’études dans notre pays
(thyms, chrysanthéme, inule et asteriscus) et peu ou pas étudiées dans le monde. L’intérét de ce
choix était non seulement de faire une comparaison entre les especes, sous especes et variétés
mais aussi de pouvoir détecter de nouvelles compositions chimiques ou une originalité pouvant
distinguée les espéces de notre région et intéresser le marché mondial des huiles essentielles.
Cette approche a été réalisée, en optimisant tout autant I’étape de préparation de I’échantillon,
qui est une etape déterminante pour que ce dernier soit représentatif des propriétes et de la com-
position chimique d’une huile essentielle, que I’étape de I’identification proprement dite, ainsi
et pour mieux montrer la spécificité que peuvent avoir nos échantillons, nous avons développé
une méthodologie de travail basée sur un échantillonnage rigoureux donnant la possibilité
d’avoir des échantillons représentatifs des différents climats et régions de I’Ouest Algérien.
L’identification de la composition chimique de ces huiles a été réalisée suivant la
méthodologie d’analyse des huiles essentielles développée par le laboratoire CPN de Corse, et
reproduite au sein du laboratoire COSNA de I’Université de Tlemcen. Les analyses ont été
développées par une combinaison de techniques telle que la CPG et CPG/SM, la RMN, mais
aussi le fractionnement et la purification sur Colonne Chromatographique (CC).
A I’aide de I’outil statistique, nous avons développé des études de la variabilité chimique, per-
mettant d’interpréter les différents résultats trouvés, pour chaque espece et pouvoir ainsi
mettre en place des études comparatives, que ce soit entre les échantillons d’une méme espéce,

entre les especes d’un méme genre, ou avec les résultats trouvés dans la littérature.

Dans le volet appliqué de notre travail, nous avons cherché a mettre en évidence les activités

biologiques des matrices étudiées. En effet, les huiles essentielles contiennent des molécules
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aromatiques actives, obtenus a partir de matieres végétales (fleurs, feuilles, racines, écorces et
graines). Cette richesse naturelle, donne un ensemble cohérant et une synergie trés précise, c’est
cette forme d’intelligence végeétale tellement complexe qui nous intéresse pour étudier les pro-
priétés antimicrobiennes, antifongiques et antioxydantes qu’elles possédent, et qui sont actuelle-
ment considérées comme des alternatives potentielles aux antibiotiques pour traiter diverses ma-
ladies infectieuses, et aux agents chimiques de conservation des denrées alimentaires et produits
cosmétiques.
Avec I’expansion du commerce des plats cuisines, les services publics de santé autorisent I’ajout
de plus en plus d’importants additifs alimentaires. Cependant, leur utilisation dans les formula-
tions doit apporter une valeur ajoutée aux aliments sans étre préjudiciable a la santé humaine [9].
Ainsi et afin d’utiliser les huiles essentielles en tant qu’antioxydant alimentaire, il convient
d’évaluer I’efficacité antioxydante de ces derniéres, afin de limiter leur ajout aux doses stricte-
ment indispensables aux objectifs de préservation a atteindre. Pour ce faire nous avons évalué
ce pouvoir en utilisant trois différentes méthodes :

» Laméthode de FRAP

» Le test du DPPH
Lesrhuiledesesntieltdanepiésentent augsicanetéaerce de molécules qui peuvent étre utilisées telles
quelles, on peut donner comme exemple le cas du menthol que I’industrie consomme en grande
quantité (en 2010, 12500 tonnes d’origine naturelle contre 6800 tonnes d’origine
synthé-tique) [10], dans cette méme optique et afin de mettre en évidence la relation structure-
activité, nous avons évalué le pouvoir antioxydant des composés majoritaires purs qui
caractérisent nos huiles essentielles.
Les vertus antimicrobiennes des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis
longtemps, mais cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des
applications sans base scientifique précise, aujourd’hui et face a la fulgurante progression des
maladies dites « nosoco-miales », les agents pathogénes évoluent au fil des générations, leurs
génes subissent des muta-tions et deviennent donc plus résistant et capable de survivre en
échappant a toute tentative de lutte contre ces infections [11], c’est pour cette raison que leur
emploi se fait sur des bases scien-tifiques et plusieurs recherches sont entamées pour étudier le
pouvoir antimicrobien des plantes aromatiques. A notre tour, nous avons évalué I’activité
antimicrobienne et antifongique de nos matrices volatiles (huiles essentielles, hydrolats et
extraits d’hydrolats) sur onze souches de type gram+ et gram- et quatre souches nosocomiales.
En industrie, les débouchés des huiles essentielles, outre leur utilisation en parfumerie (fine et
fonctionnelle), sont divers. Elles sont largement utilisées en phytothérapie, aromathérapie,

en cosmetique, dans I’industrie des arémes...etc., mais face aux exigences des industrielles,
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et a ceux qui emploient les huiles essentielles, la demande d’une matiére premiére de qualité
constante, de la reproductibilité et de la fidélité du produit par rapport a une odeur définie
pour la plante est de plus en plus demandée [12].
Partant de ce concept I’aspect économique que traite cette thése vise a choisir les meilleures
compositions chimiques ayant les meilleures activités biologiques afin qu’elles soient une
base d’orientation vers les huiles essentielles qui peuvent intéresser le monde industriel.
L’ aspect économique de notre thése vise aussi le secteur de I’agriculture, ou I’utilisation des
huiles essentielles est encore débutante mais est appelée a se développer. En effet, le regain
d’intérét pour I’utilisation et la consommation des produits « bio » et avec la volonté politique de
réduction de I’utilisation des produits phytosanitaires, le contexte réglementaire actuel incite
fortement a développer ces produits d’origine naturelle comme alternative aux moyens de lutte
chimique. En outre, la diversité de structure des mélanges complexes des extraits de plantes offre
une diversité d’activités (antifongiques, insectifuges, photoprotectrices, phytotoxiques...etc.).
Ces substances peuvent se substituer a des pesticides de synthése et ainsi limiter leur utilisation,
elles présentent en effet dans la plupart des cas un avantage en matiere de durée de demi-vie as-
sez courte ce qui limite les résidus dans les denrées alimentaires et leur persistance dans
I’environnement. Leur utilisation est de plus intéressante dans le cadre de la gestion des résis-
tances car leur mode d’action sont généralement différents de ceux des pesticides de synthese.
Ces éléments qui sont exclusivement issues de production biologique, rentrent dans la théma-
tique du bio-contréle qui regroupe des moyens de protection de plantes et des cultures qui privi-
Iégient la mise en ceuvre de mécanismes biologiques régissant les interactions entre les végétaux
et les organismes vivants dans I’environnement naturel.
A titre d’exemple, en France, les produits de bio-contrdle n’occupent "encore” qu’une portion
modeste du marché phytos, avec 5 % de parts de marché d’une valeur de 100 millions € en 2013
mais ce chiffre risque de ne pas en rester la, avec I'objectif d’atteindre, d’ici 2018, 15 % de la
parts du marché francais des phytosanitaires [13]. En Algérie le concept des produits Bio, com-
mence a trouver sa place et des demandes de plus en plus persistantes sont enregistrées. Les so-
ciétés intéressees par ce concept integrent de plus en plus le marché des produits Bio, on peut
citer dans ce sens le cas de la société BIOSOURCE, membre du CONSORTIUM PPAM&HE
ALGERIA.

Par ailleurs cette grande ampleur que prennent les produits bio a conduit les
scientifigues a s’intéresser aux huiles essentielles qui sont actuellement testées sur
différentes cibles : les insectes, les champignons, les bactéries, les adventices et également
pour la conservation des semences. Afin de mettre en application cette approche nous avons
testé les huiles essentielles des différentes espéces étudiées dans cette thése sur quatre souches

infectant les champs agricoles spécialement les arbres fruitiers.




Dans ce manuscrit de these, apres ce passage consacré a I’introduction générale de notre travail
ainsi que la problématique de recherche dans cette partie A, nous nous proposons dans la partie
B, une étude bibliographique des différentes espéces, puis dans la partie C, une présentation de
la méthodologie d’analyse des mélanges complexes des volatils des plantes. La partie D sera
consacrée aux résultats les plus pertinents des analyses des compositions chimiques des volatils
de nos plantes (huiles essentielles, hydrolats, extraits d’hydrolats), et ensuite nous proposerons
dans la partie E, les résultats des activités biologiques obtenues. Enfin une discussion de
I’intérét économique de nos huiles et leurs plus-values sur I’économie de notre pays sera

présentée dans la partie F.
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Partie B

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Famille des Lamiacées
Les Labiées ou Lamiacées regroupent des plantes herbacées et sous-arbustives réparties dans le

monde entier. Cette famille comprend prés de 6700 especes regroupées dans environ 250 genres
[14]. Abondantes dans la région méditerranéenne dont 146 espéces en Algérie [15], nombreuses
sont regroupées sous le nom d’herbes aromatiques. Dans cette famille, un méme nom vernacu-
laire fait souvent référence a un trés grand nombre d’espéces appartenant toutes au méme genre,
comme par exemple pour les menthes, les lavandes, et les basilics [9]. La famille des Lamiacées
est I’une des familles les plus utilisées comme source mondiales d’épices et d’extrait a fort pou-
voir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant [16]. Les huiles essentielles
caractérisent cette famille. Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des
sources riches en terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques [17].

Cette famille est une importante source d’huiles essentielles, utilisées en aromathérapie, et en
parfumerie, méme si les parfums de synthése tendent a remplacer ces essences, la parfumerie de
luxe continue a utiliser ces plantes en les distillant, afin d’en extraire le précieux parfum qu’elles
contiennent et de perdurer la qualité de ses produits. L’industrie des cosmétiques utilise égale-

ment les Lamiacees pour leurs propriétés hydratantes et souvent antiseptiques [18].

1.1. Genre Mentha

Certains produits, pour étre utilisés dans I’industrie notamment I’industrie aromatique, doivent
étre optiquement purs. Les produis de synthése sont souvent des racémiques, si non la technolo-
gie de leur préparation est compliquée et le colt est élevé. Par contre les produits naturels sont
souvent optiquement purs ou au moins avec un exces énantiomérique important. Ils sont recher-
chés entre autres pour cette qualité [19]. Les menthes font parties de ce cortege de substances, ce
sont des plantes appartenant a la famille des Labiées (Lamiaceae). Au sein de cette famille, le
genre Mentha est représenté par 18 especes et environ 11 hybrides. L'hybridation intra spécifique
est relativement aisée et rend la taxonomie particulierement délicate. La menthe est une plante
herbacée vivace, dicotylédone et gamétopétale, susceptible de se reproduire par des rhizomes,
par marcottage ou par bouturage. Elle apprécie les situations fraiches, moyennement éclairées,
des sols riches en éléments nutritifs, affectionnant un pH plutot neutre [20], [21]. Il existe de trés
nombreuses variétés dont la « menthe verte » et la « menthe poivrée » sont les plus connues. La
plupart des menthes sont originaires de I'Europe et de I'Asie. Cependant, en suivant les flux de
migration, les menthes sont présentes sur la quasi-totalité des continents. Les huiles essentielles
de menthes font parties des huiles les plus produites dans le monde dont la valeur commerciale

s’éléve a plus de 400 millions de $US/an. Les Etats-Unis occupent une position dominante et




sont les plus gros producteurs d'huile essentielle de menthe, suivi par I’Inde et la Chine. Les
menthes sont utilisées en médecine traditionnelle dans les pays producteurs [20].

L’industrie agroalimentaire est le principal consommateur : liquoristerie, confiserie ainsi que
I’industrie des tabacs et la parfumerie. La valeur commerciale des huiles essentielles de menthes,
leurs facilités de propagation et de clonage, a poussé les recherches vers une meilleure connais-
sance des voies de biosynthése des monoterpénes caractéristiques des menthes. Afin de répondre
a cette forte demande, de nombreuses espéces font I’objet de mise en culture.

Nous citons dans notre travail, quatre des menthes les plus répandues, deux entre elles poussent a
I’état spontané (Mentha pulégium et Mentha rotundifolia) et les deux autres (Mentha spicata et

Mentha pipérita) sont cultivées.

1.1.1. Mentha pulégium (menthe pouliot)
Mentha pulegium (Linné, 1753). Appelée Menthe pouliot. Famille des Lamiacées (Lamiaceae)
ou Labiées (Labiatae), vivace, pubescente, couchée, parfois dressée de petite taille a taille
moyenne (10 a 30 cm de haut, 45 de large) radicante, généralement poilue, a tiges floriferes dres-
sées, fortement aromatique a odeur piquante avec des petites feuilles étroites elliptiques a ovales,
a peine dentées, a pétiole court, souvent poilues au revers avec des bractées foliacées. Elle pos-
séde des fleurs lilas, de 4,5 a 6 mm de long, qui apparaissent I'été, de juillet a fin septembre, par-
fois rose et d’autres fois blanches échelonnées le long de la tige. Sa floraison étant de juillet &
octobre [22]. M. pulegium, trés répandue dans I’aire méditerranéenne, est connue sous le nom de
Fliou en berbere. Cette plante est tres utilisée en médecine traditionnelle pour la sphére respira-
toire (tropisme sphére rhinopharyngée et les poumons), contre les bronchites, les rhumes et les
sinusites (en nettoyant toute la sphére digestive), ainsi que contre les troubles digestifs et

I’insuffisance biliaire [23].
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Figure 1 : Représentation schématique et en photo de Mentha pulégium




Elle est toxique a forte dose et peut provoquer I’avortement. cette plante a aussi la particularité
d’étre insecticide puisqu’elle a été déja utilisée pour faire éloigner les insectes [22]. L huile es-
sentielle de la menthe pouliot est utilisée traditionnellement en phytothérapie pour aider a la di-
gestion et a soulager la dyspepsie flatulente et les coliques intestinaux, et aussi pour les inflam-
mations aigués ou chroniques des muqueuses avec hypersécrétion des glandes de la région en-
flammée.

Plusieurs travaux ont rapporté la composition chimique des huiles essentielles de M. pulegium
dans différentes régions du monde, ou elle a été caractérisée par la présence majoritaire du pule-
gone (58-90%) [23]-[32], dans la plupart des études a I’exception de deux études qui ont rappor-
té la présence de la pipériténone (97,2%) et la pipéritone (70%) [33], [34]. La littérature rap-
porte aussi les différentes activités biologiques faites sur cette espece.

1.1.2. Mentha rotundifolia (menthe des champs)
La menthe a feuilles rondes ou Mentha rotundifolia est une plante vivace, que I'on trouve fré-
quemment au bord des chemins, dans les fosses ou autres lieux humides ; elle appartient a la
famille des labiées. Elle ne pose pas de probleme de détermination en raison de la forme de ses
feuilles rondes, épaisses et ridées avec des tiges, typiques des labiées, est a section carrée. L'en-
semble de la plante est couvert de poils denses et blanchéatres qui la rendent douce au toucher ;
comme toutes les menthes, elle dégage une forte odeur caractéristique qui chez cette plante rap-
pelle la pomme. Les petites fleurs sont rassemblées en épis terminant les rameaux. La hauteur de
la plante est de 25 a 80 cm, avec une fleur de 5 mm de long. La floraison est de juillet a sep-
tembre [35]. Les menthes s*hybridant avec une grande facilité, de nombreux hybrides sont créés
en horticulture [12]. Mentha rotundifolia, dont le nom vernaculaire est Timarssat en berbere ou
Domrane en arabe, est un hybride de Mentha longifolia et de Mentha suaveolens [36], alors que
d’autres reférences disent que Mentha rotundifolia et Mentha suaveolens correspondent a la

méme espece [37].

1. Mentha rotundifolia Huds.
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Figure 2 : Représentation schématique et en photo de Mentha rotundifolia




Cette plante est largement utilisée dans la médecine traditionnelle des pays du Maghreb pour ces
propriéteés : digestive, antiseptique, expectorante, antispasmodique et tonique en hiver, elle est
aussi utilisée pour calmer les douleurs rhumatismales et des piqlres d’insectes.

L’huile essentielle de cette plante est utilisée pour calmer les palpitations cardiaques (quelques
gouttes d’huile essentielle avec eau chaude).

Sur le plan économique I’huile essentielle de cette plante n’apparait pas sur le marché mondial
des huiles essentielles, ou la plante est seulement vendue en vrac.

Comparée a d’autres especes de menthes, Mentha rotundifolia n’a pas fait I’objet de beaucoup
d’études, en effet ca a été démontré que ces huiles sont caractérisées par une forte variabilité
chimique, ou les composés majoritaires changent radicalement d’un pays a un autre, voir méme
au sein d’un méme pays. En somme les composés majoritaires qui caractérisent ces huiles sont :

la pulégone, le menthol, I’oxyde de pipériténone et la carvone [31], [37]-[47].

1.1.3. Mentha pipérita (la menthe poivrée)
Mentha piperita de non vulgaire (Na&naa ftour) a été reconnue et décrite en 1696, aux environs
de Londres a Mitcham, ou cet hybride est apparu, d'ou son deuxieme nom : menthe anglaise.

Cultivée elle est rarement rencontree a I'état spontané [48].

Figure 3 : Représentation schématique et en photo de Mentha pipérita

La menthe poivrée est inscrite a la 10éme édition de la pharmacopée francaise, elle est un hy-
bride entre la menthe aquatique (Mentha aquatica) et Mentha spicata, rare en Algérie, seulement
cultivée [49]. La menthe poivrée est une plante indigéne cultivé de la famille des Labiées, her-
bacée a végeétation vigoureuse, son odeur pénétrante spéciale et une saveur aromatique, brilante
mais laisse une sensation de fraicheur [21]. C'est une herbe annuelle, semblant pérenne en se

reproduisant a partir de nombreux stolons, tragants, rampant, chevelu, aériens ou souterrains, a




racines adventives [49]. Mentha piperita est caractérisée par des tiges quadrangulaires le plus
souvent violacées [50]. L’huile essentielle de cette plante est utilisée, diluée, en inhalation ou pour
des massages légers sur la poitrine, ou en cas d'identifications bronchiques. La plante enticre est
efficace en cas de gastroentérites [28]. M. piperita donne 1’huile essentielle de « peppermint » ou
il a été démontré par les ¢études faites qu’elle est composée de menthol, du menthone et
d’acétate de menthyle [52]-[58]. Sur le plan économique I’huile essentielle de M .piperita, est la
troisieme saveur la plus impor-tante dans le monde avec une production mondiale de 4000 tonnes/

année [59].

1.1.4. Mentha spicata (menthe verte)
Les origines de Mentha spicata sont incertaines. Selon certains botanistes, elle serait le résultat
d’une hybridation tres ancienne entre Mentha rotundifulia et Mentha longifolia. Il semblerait que

la menthe verte soit originaire de I’Amérique du nord [60].

Figure 4 : Représentation schématique et en photo de Mentha spicata

La menthe verte a pour nom latin Mentha spicata Huds ou M. viridis L., et de nom vulgaire
(Nadnad). C’est une plante vivace, robuste, de 50 cm a 1 metre, d'un vert sombre, a odeur suave
trés pénétrante. Les feuilles sont opposees persistantes, su sessiles, lancéolées-aigués, dentées en
scie, vertes sur les 2 faces, glabres ou presque glabres. Les fleurs poussent en grappe a I’aisselle
de la feuille. La fleur présente une bractée qui dépasse les piéces florales.

La Menthe verte est réputée pour soigner de nombreux troubles dont les plus courants : affec-
tions dermatologiques, troubles digestifs variés, spasmes du colon, colites, troubles fonctionnels
digestifs d'origine hépatique, rhume, nez bouché, affections de la bouche et de I'oropharynx et

bien plus encore. La menthe verte est aussi utilisée en agroalimentaire dans différents produits




du quotidien, comme par exemple les chocolats a la menthe, les dentifrices et lotions pour bain
de bouche, ou encore dans certaines liqueurs. On I’utilise principalement car elle contient du
menthol qui donne une sensation de fraicheur [60].

De nombreux travaux ont fait I’objet d’étude de I’huile essentielle de M. spicata ou leurs compo-
sitions chimiques étaient dominées par la présence de la carvone (> 50%) [65]-[75], dans la ma-
jorités des études a I’exception de quelques travaux qui étaient marqués par la présence du men-

thol, pulégone et menthone [61]-[64].

1.2. Genre Thymus

L'utilisation du thym dans la vie humaine date depuis trés longtemps, il était dédié a VVénus parce
qu'il apportait de I'énergie vitale pour le corps. Aetius, est un célébre médecin grec du V siecle,
recommandait le thym pour les sciatiques, les douleurs des reins et de la vessie, la colite et
les ballonnements, pour les mélancoliques et ceux qui un esprit troublé [65]. Le genre Thymus
est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées [66]. Selon Dob et al.
[67], il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre I’Europe, I’Asie de I’ouest et la
Méditerranée. Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous-ligneuses, pouvant atteindre
40cm de hauteur. lls possédent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte
foncé, et qui sont re-couvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes
contiennent I’huile essen-tielle majoritairement composée de mono-terpénes. Les calices et les
jeunes tiges sont aussi cou-verts de ces structures qui liberent I’essence par simple contact, bien
qu’en plus faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en
glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par le rose [68]. C’est une plante
trés répandue dans le nord-ouest afri-cain (Algérie, Maroc, Tunisie, et Libye). Elle pousse
également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du
Sinai en Egypte. On peut la trouver égale-ment en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une
étude menée par Nickavar et al, (2005) [69], environ 110 especes différentes du genre Thymus
se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela qu’on peut considérer la région
méditerranéenne comme étant le centre de ce genre. En Algérie, il est représenté par de
nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination. Citant ainsi quelques
espéces connues en Algérie : T. capitatus, T. commutatus. T. ciliatus, T. vulgaris, T. serpyllum,
T. algeriensis, T. hirtus et T. fontanésii [70]. Toutes les espéces du genre Thymus produisent des
huiles essentielles, et plusieurs d’entre elles sont utilisées en gastronomie dans toutes les
parties du monde. A ce jour, les huiles de 162 taxons du genre Thymus ont été étudiées
chimiguement révélant au total environ 360 composés volatils et un large polymorphisme de
I'nuile essentielle [71]. Sur le plan économique I’huile essentielle de thym est considérée parmi
les huiles qui sont trés demandées sur le marché mondial, spécialement celles a chémotype

thymol.




1.2.1. Thymus ciliatus

Thymus ciliatus (Desf.) Benth, est un arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des touffes
bien étalées sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des feuilles caulinaires, en général
fortement dilatées a leur portion inférieure. Les épis floriferes sont larges de 16-20 mm. Les
fleurs sont plus grandes a corolle plus longuement exserte, rencontrée dans les broussailles, ma-
torrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés, cette plante endé-
mique sur le nord de I’ Algérie et connue sous le nom « Djertil » comprend trois sous-espéces: la
ssp. eu-ciliatus Maire, la ssp. coloratus (Boiss et Reut.) Batt. et la ssp. munbyanus (Boiss et
Reut.) Batt. [70]. La composition chimique de I’huile essentielle de Thymus ciliatus a fait
I’objet de huit publications, ou ces dernieres étaient caractérisées par la présence majoritaire du
thymol ou du carvacrol [72]-[79].

Figure 5 : Représentation schématique et en photo de Thymus ciliatus

1.2.1.1.  Thymus ciliatus ssp eu-ciliatus
Thymus ciliatus ssp eu-ciliatus est un arbrisseau de petite taille avec des fleurs trés grandes,
rouges ou violacées, dépassant 1cm de long. Les feuilles sont linéaires ciliées sur les marges, les
florales largement ovales, vertes. Rencontré dans les broussailles et les pelouses, cette plante est
commune dans toute I’Algérie [70]. Cette herbe aromatique est utilisée dans la médecine popu-
laire pour son effet anti-spasmodique, diaphorétique et stimulant. Une seule étude de la composi-
tion chimique de cette sous espece a été réalisée, elle a révélé la présence du carvacrol comme

composé majoritaire [71].




Figure 6 : Photo de Thymus ciliatus ssp eu-ciliatus

1.2.1.2.  Thymus ciliatus ssp coloratus
Appelée aussi Tymus coloratus, la ssp coloratus est une plante aromatique endémique qui se
trouve a I’état spontané sous forme d’un sous-arbrisseau tres ramifié a la base et tres feuillu pré-
sentant un polymorphisme remarquable et pouvant atteindre 40 centimétres de hauteur [80]. Elle
est constituée de petites feuilles florales plus ou moins tachées de pourpre au moins a la base.
Cette espéce pousse autour du bassin meéditerranéen et dans le Nord de I’Algérie [70]. Elle est
rencontrée dans les pelouses, les rocailles et dans toutes les régions montagneuses [81]. Les
études de la composition chimique de I’huile essentielle faites sur cette sous especes ont
démontré la présence du bornéol (44.8%), et du thymol (33.39%), comme composés

majoritaires dans cette huile [82], [83].

Figure 7 : Photo de Thymus ciliatus ssp coloratus

1.2.1.3.  Thymus ciliatus ssp munbyanus
Appelée aussi T. munbyanus, la différence que présente la sous especes Munbyanus par rapport
aux autres sous espéces c’est qu’elle est caractérisee par des feuilles florales vertes [70]. Dans la

médecine traditionnelle, T. munbyanus est utilisée comme un reméde contre la toux, le rhume,




la grippe et dépuratif. Elle est également utilisée pour traiter les maux de gorge, les ballonne-
ments abdominaux et les maladies du systeme endocrinien[83]. Toutes les études qui ont traité
de la composition chimique de I’huile essentielle de T. munbyanus ont été caractérisées par la
présence majoritaire des deux chémotypes thymol et carvacrol [84]-[87].

Figure 8 : Photo de Thymus ciliatus ssp munbyanus

1.2.2. Thymus inodorus (Micromeria inodora)

Classée définitivement comme une espéce a part et appelée Micromeria inodora, elle vient d’étre
introduite dans le genre Micromeria Benth., qui appartient a la famille des Lamiaceae et contient
environ 70 especes avec une gamme de distribution s'étendant de la région himalayenne a I'ar-
chipel macaronésien (avec Madere, le Cap-Vert et les Tles Canaries) et de la Méditerranée a
I'Afrique du Sud et a Madagascar [88], [89].

En Algérie, ont réveéle la présence de quatre especes de Micromeria : M. fontanessi, M. pulmosa,
M. nervosa, et M. inodora « M. inodora (Desf.) Benth. (= Satureja fontanesii Brig. = Microme-
ria barceloi Willk. = Satureja barceloi (Willk. Pau) = Thymus inodorus (Desf.) ». D’autre part,
une étude récente fondé par Jean-Paul Peltier [90], qui concerne la biodiversité végétale du sud-
ouest marocain a révéler I’existence de cing espéces de Micromeria endémique du Maroc et de
I’Algérie : M. arganietorum, M. debilis, M. hochereutineri, M. macrosiphon, et M. monantha.
Deux autres espéces ont été identifiées par J.A.Battandier (1897) [91], il s’agit de M. microphyla
et M. graeca. Au total onze espéeces de Micromeria ont été recensé sur le territoire algérien.




Figure 9: Représentation schématique et en photo de Micromeria inodora

Micromeria inodora (Deaf.) Benth., est une plante inodore qui s'étend sur les rochers calcinées,
elle est connue par la population ancienne sous le nom de «Tazir ahmeurs» en berbere ou « Zae-
ter el Hamir » en arabe. C’est un sous-arbrisseau éricoide a tiges dressées trés ramifiées, de 10-
50 cm. Calice glabrescent de 4 mm. Corolle rose foncé, grande (10-12 mm) a lévre inférieure
large de 6-7 mm. L’espéce est localisée en particulier, sur le littoral ouest-méditerranéen, spécia-
lement le sud de I’Espagne, I’ouest de I'Algérie, le Maroc et les Tles Baléares. A Tlemcen M. ino-
dora est identifiée tout le long du littorale du Marsa Ben M'Hidi jusqu’a Rechgoun [92]. Les
especes du genre Micromeria sont généralement consommeées comme tisane et a des fins médi-
cinales populaires contre les rhumes. Elles sont également utilisées contre les troubles car-
diaques, les maux de téte, les plaies et les infections cutanées [93]-[95]. A la suite d'études ré-
centes, il a été démontré que les huiles essentielles des espéces du genre Micromeria présentent
des activités biologiques antimicrobiennes [94], [96], [97], antibactériennes et antioxydantes [98].
Sur le plan chimique les huiles essentielles de la plupart des espéeces du genre Micromeria ont été
caractérisées par I’abondance des monoterpenes oxygénés tel que : la pipéritone, la pipériténone,
I'oxyde de pipéritone, le linalol, le thymol, le limonene, la verbénone, I’a-pinéne le camphéne la
pulégone et le bornéol [99], [100].

Il est a noter que I’huile essentielle de I’espéce M. inodora n’a jamais été décrite dans la littéra-

ture.

2. Famille des Astéracées

Les astéracées (famille des composes), est la répartition cosmopolite la plus importante des an-
giospermes, la plus distribuées, et la plus large, elle contient environ 13 tribus [101], 1600 genres
et 25000 especes [2]. En Algérie, il en existe 109 genres et 408 espéces [70]. Une des propriétés
typique de la famille des composés et sa richesse, en composés naturels divers, on y trouve en

effet, des terpénoides divers, des flavones, des flavonols et des alcaloides [14]. Des 1964, Ha-

)



gnaur démontra que I'étude taxonomique de cette famille est basée sur ses caractéres phytochi-
miques [101]. Une étude faite sur des espéces de cette famille a montré qu'elle est largement uti-
lisée en médecine traditionnelle et phytothérapie [102]. Cette vaste famille est économiquement
importante, elle fournit des plantes alimentaires: Laitues (Lactuca), Endives, Chicorée (Cicho-
rium), artichauts (Cynara), salsifis (Tragopogon). Le tournesol (Heliantus annuus) est cultivé
pour son huile riche en acide gras. Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie : Le Semen-
contra (Artemisia cina Berge), I'Arnica (Arnica montana L.), la Chamomille (matricaria cha-
momilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria dioca gartn) [103] [104]...etc.

Plusieurs molécules isolées ces derniéres années de divers astéracées montrent des potentialités
pharmacologiques intéressantes, deux seulement sont actuellement produites industriellement,
I'artémisinine et la silymarine. L'artémisimine, extraite d’Artémisia annua L, est une lactone ses-
quiterpénique employeée, ainsi que ses derivés hémi synthétique dans le traitement de certaines
formes de paludisme. D’autre astéracées sont utilisées par l'industrie pharmaceutique pour I'ob-

tention de forme galénique simple (arnica, artichauts, piloselle, etc...) [105].

2.1. Genre chrysanthemum

Le genre Chrysanthemum appartient a la famille des composées (Astéracées), sous famille tubi-
flore et tribu anthémideae, il comprend environ 300 espéces, distribuées dans deux centres prin-
cipaux, I’un dans la région mediterranéenne, I’autre en Chine et au Japon [106]. Le genre chry-
santheme est largement répandu dans le monde entier a cause de ses propriétés ornementales et
cosmopolites. Ses especes sont souvent cultivées dans les jardins pour leurs qualités décoratives
en variétés de couleurs. L origine géographique du genre Chrysanthemum est imputée a I’Europe
et I’ Asie mais celui-ci est également largement distribué en Afrique [107].

En Algerie, le genre comprend 20 espéces avec 8 endémiques [108]. Les deux mot grecs, dont
dérive le nom générique « Krusos » : or et « anthemon »: fleur, font allusion a la couleur souvent
éclatante des chrysanthémes spontanés [109]. Utilisé depuis longtemps dans la médecine popu-
laire, Le chrysantheme est connu comme une plante efficace possédant de nombreuses vertus
médicinales. Parmi ses diverses propriétes, le chrysanthéme est utilise pour traiter les infections,
les problémes oculaires, pour abaisser la pression artérielle, les maux de téte et les rhumes. Une
infusion chaude de fleurs de chrysanthéme peut étre utile pour soulager la fatigue oculaire, une
vision floue et les yeux secs. Les fleurs de thé chrysantheme étaient utilisées pour soulager le
corps de I’accumulation de I’exces de toxines dans le sang [110]. Les chrysanthémes sont culti-
vés depuis fort longtemps, notamment en Chine ou on les connait depuis trois siécles avant J.-C.
De nos jours, on peut trouver de nombreux cultivars de Chrysanthéme [111].




2.1.1. Chrysanthemum coronarium
Les Anthemideae est une tribu importante de la famille Asteraceae, il comprend 12 sous-tribus,
108 genres et 1741 espéces. Chrysanthemum coronarium L., qui appartient a cette tribu, a suivi
la taxonomie actuelle qui a entrainé de nombreux bouleversements. En effet Le Chrysantheme a
couronne: Chrysanthemum coronarium, a été transféré dans le genre Glebionis, créé en 1826 par
Alexandre de Cassini, devenu Glebionis coronaria, mais ce nom générique a été recemment re-

venu en utilisation apres la conservation de Chrysanthemum [112].

Figure 10: Représentation schématique et en photo de chrysanthemum coronarium

C’est une plante annuelle, de nom vernaculaire arabe « Mourara » ou « Rezaima » et nom verna-
culaire francgais « Chrysanthéme des jardins ». Elle croit dans les terrains cultivés, les friches et
elle est aussi commune dans le Tell, sa période de floraison est du mois de février jusqu'a le mois
de Juin [70]. Cette espece est largement distribuée dans la région Méditerranéenne, l'ouest de
I’Afrique et en Asie [113]. C’est une plante non visqueuse, a ligules entiérement ou seulement
partiellement jaunes, avec un akéne du rayon triquétres aux trois arétes ailées; ceux du disque
ailés sur un coté. Les feuilles sont bipinnatipartites, les inférieures pétiolées, les supérieures auri-
culées-embarrassantes. La plante est glabre, puissante, a gros capitules avec des bractées de I'in-
volucre largement scarieuses [70]. Il existe deux variétés de I’espece Chrysanthemum corona-
rium : la différence entre eux est que la variété coronarium est caractérisee par des fleurs uni-
formément jaunes [114], et la variété discolor par des fleurs périphériques a ligules blanchéatres a
base jaune [109]. Chrysanthemum coronarium est fréguemment utilisée dans l'industrie alimen-
taire dans les pays asiatiques, comme le Japon et la Chine, comme antioxydant, antibactérien et
additif alimentaire antifongique [115]. En Jordanie, les fleurs de la plante sont utilisées comme
pansements pour les maladies dermiques et comme vermifuge [116].

Les composés volatils issus de C. coronarium, ont fait I’objet de plusieurs travaux, mais seule la

variété coronarium a été citée. Les composés majoritaires qui ont caractérisé I’huile essentielle




de cette espece étaient : le camphre (15.7-29.2%), I’a-pinéne (15-38.6%), le myrcéne (31.9-
36.7%), et I’a-humuléne (25.5-26.8%) [115], [117]-[122]. L'huile essentielle de cette espéce
présente des propriétes insecticides contre les ravageurs des produits alimentaires stockés [123].
Ainsi Plusieurs etudes ont rapporté les activités : antioxydante, antibactérienne et antiproliféra-
tive [116], [124]-[127] de I’huile essentielle de C. coronarium var coronarium. Il est a noté
gu’aucune référence bibliographique ne traite de la composition chimique de I’huile essentielle
de la variéte discolor.

2.2. Genre Inula

Le genre Inula appartient a la famille des Astéracees, il comprend une variété d'environ 90 es-
péces qui sont largement distribuées dans le bassin méditerranéen, en Europe (Espagne, Italie,
France, Grece ...) [128], en Afrique (Maroc, Algérie, Tunisie...), et en Asie (Chine, Japon...). Ce
sont des plantes herbacées vivaces, a feuilles alternes, capitules jaunes, contenant a la fois des
fleurs tubuleuses et des fleurs ligulées, bractées en plusieurs séries de fleurs a périphériques pis-
tillées, a ligules tridentées, anthéres sagittées a la base, a chaines munies de cotes, aigrettes
simples. On les trouve dans les sols salés, les prairies humides et les bords de cours d’eau et de
routes. La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques aux es-
péces du genre Inula : antiseptiques, antibiotiques, antispasmodiques, anti-inflammatoires, anti-
diabétiques, laxative et vulnéraire [129], [130]. Le genre Inula est largement répondu dans toute
I’Algérie, Quezel et Santa ont révélé la présence de cing especes endémique a I’ Algérie : I. gra-
veolens (L.) Desf., I. viscosa (L.) Ait., I. crithmoides L., I. squarrosa (L.) Bernh. et I. montana.

2.2.1. Inulaviscosa

Inula viscosa=Dittrichia viscosa connue sous le nom vernaculaire magramane [131], est une
plante glanduleuse visqueuse, a odeur forte qui appartient a la famille des Astéracées. Elle est
vivace a tige frutescente a la base et de 40-100 cm, a rameaux rougeétres. Ces feuilles sont en-
tieres ou dentées, aigués, sinuées; les caulinaires amplexicaules, plus largement lancéolées. Brac-
tées externes de l'involucre scarieuses de méme que les internes [70]. Caractérisée par des fleurs
jaunes, cette plante est largement répondue et crois spontanément dans le nord de I’Algérie et
dans tout le pourtour méditerranéen, les rocailles, carigues les terrains argileux un peu humides,
et les bords des routes. On la trouve aussi dans les cotes sud de I'Europe (France, Espagne,
Grece, ltalie, Bulgarie et Turquie), le Moyen-Orient (Palestine, Jordanie et Syrie) ainsi que
I'Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Egypte et Libye). Sa floraison commence a partir du mois de
Septembre jusqu’au mois de Novembre (selon les lieux).
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Figure 11: Représentation schématique et en photo de Inula viscosa

L’histoire thérapeutique de I’inule visqueuse est tres diversifiée et connue depuis longtemps par
les guérisseurs. Il a été rapporté qu’elle est utilisée en Italie comme : antipyrétiques, antiphlogis-
tiques et antiseptiques [132]. La partie aérienne de cette plante est utilisés en décoction pour le
traitement de la pression artérielle et le diabéte, ces feuilles sont utilisée en Maroc en cataplasme
pour traiter les abces, la gale, dermatoses, les ulcéres...etc. [133]. En Algérie, I’Inule est utilisée
dans la médecine populaire comme antipyrétique en tisanes ou en cataplasme contre les maux de
téte et les infections pulmonaires.

La littérature a rapporté I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de I. viscosa de
sept pays ou la prédominance des sesquiterpénes oxygénés a été bien marquée : fokiénol
(11.8- 38.8%), globulol (15.0%), et trans-nérolidol (8%) [134]-[138]. Plusieurs travaux ont
montré le pouvoir antibactérien, antifongique et anti acétylcholinestérase des huiles essentielles
des parties aériennes de I. viscosa [135], [139], [140].

2.2.2. Inula montana
L’inule des montagnes de nom commun « boutlilis » est une plante a tiges blanchatres laineuse
qui pousse dans les pentes rocailleuses arides des montagnes dépassant les 500m de hauteur ces
tiges sont simple, de 15-35 cm. Ces feuilles caulinaires sont toutes simplement rétrécies a la base
soyeuses et blanchatres en dessous, pubescentes en dessus; les inférieures atténuées en pétiole.
Ces gros capitules de 4-5 cm a grandes ligules jaunes et linéaires sont solitaires au sommet de la
tige [70]. C’est une plante commune en Europe du Sud (France, Espagne, et Italie) et en Afrique
du Nord. Elle est parfois appelée "Arnica" en France et utilisée dans la médecine populaire pour
son activité vulnéraire [141]. Sa floraison va du mois de mai jusqu’a juillet. I. montana est assez
commune dans toute I’ Algeérie et elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ces vertus apai-

santes et cicatrisantes [70].




Figure 12: Représentation schématique et en photo de Inula montana

Il est a noté qu’aucune référence bibliographique ne traite de la composition chimique de I’huile

essentielle de Inula montana.

2.3. Genre Asteriscus

Asteriscus est un genre appartenant au groupe Inula d'Asteraceae-Inuleae. Ce genre et les deux
autres de la méme tribu (Ighermia et Pallenis) contiennent un total de 15 especes qui se dévelop-
pent sauvagement dans une variété d'habitats cotiers et désertiques a travers la Méditerranée et le
Moyen-Orient [142], [143]. Bien que la plupart des espéces soient endémiques a la région maca-
ronésienne, six espéces sont décrites en Algérie [70]: A. aquaticus, A. maritimus, A. pygmaeus,
A. graveolens et Asteriscus spinosus communément appelé Pallenis spinosa. Les especes de ce
genre sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour : le traitement des coliques et
des gastralgies, la fievre, les déséquilibres des tractus gastro-intestinaux, les douleurs cépha-
liques, la bronchite et comme anti-inflammatoire [144].

2.3.1. Asteriscus maritimus (pallenis maritima)
Asteriscus maritimus=Pallenis maritima (L.) connue en Algérie sous le nom « kerkeba » est une
espece qui appartient a la famille des Astéracées, elle est commune dans les zones rocheuses de
la partie occidentale du bassin mediterranéen, dans le sud du Portugal ainsi que dans I'ouest et le
sud de la Grece [145]. Sa période de floraison est de avril jusqu’a septembre, c’est une Plante de
5-30 cm, trés variable, a souche ligneuse a tiges feuillées, rameuses, en général ascendantes puis
dressées, dichotomes. Ces feuilles sont épaisses, entiéres, pubescentes ou méme trés velues, spa-
tulées, atténuées en pétiole, obtuses, tronquées ou rétuses [70]. En 1932, un important traité sur
la famille des Astéracees a été publié ou la plante fut renommeée Asteriscus maritimus par l'alle-

mand Christian Friedrich Lessing (1809-1862), puis dernierement en 2011, le botaniste suisse




Werner Rodolfo Greuter a publié un autre traité ou il lui a attribué son nom actuel Pallenis mari-
tima [146].

Figure 13: Représentation schématique et en photo de Asteriscus maritimus

L’etude de la composition chimique des huiles essentielles d’A. maritimus provenant de la Tuni-
sie, I’Espagne, et I’ltalie [143], [145], [147], [148], a révélé la présence de : I’a-pinene (27.5%),
le B-eudesmol (24.25%), I’acide hexadécanoique (30.35%), le PB-phellandrene (11.8%) et
I’acétate de myrtényle (44.2 %) comme composés majoritaires. En effet la présence d'acétate de
myrtényle (44,2%) comme composant principal ainsi que de terpinene-4-ol (4,5%) et de terphé-
nyle (17,5%) dans I’huile essentielle de I’échantillon provenant de I’Italie, a été associée a l'acti-
vité insecticide de I'huile contre les larves de la chair et les insectes. Egalement la littérature a
rapporté 1’étude des activités antibactérienne, antifongique et anti-acetylcholinesterase de I’huile
essentielle d’A. maritimus de la Tunisie. Il est a noté qu’aucune étude n’a rapporté la composi-

tion chimique de I’huile essentielle de cette plante en Algerie.

2.3.2. Asteriscus spinosus : (pallenis spinosa)
Pallenis spinosa= Asteriscus spinosus (L.) est une espéce qui appartient a la famille des Astéra-
cees, de la tribu Inulea. connue en Algérie sous le nom vulgaire « Nougd » ou « Rebian », cette
espéce est commune dans tout le bassin méditerranéen, le moyen orient [149], et I’Europe [70].
A. spinosus est une herbacee annuelle ou bisannuelle mesurant environ 50 cm de hauteur. Tiges
et feuilles sont recouverts de poils raides, les tiges sont souvent rouge sombre. L'involucre com-
porte des bractées externes trés longues, dépassant largement les ligules et terminées par une
petite pointe. Les bractées internes sont courtes et sans pointe. Les ligules sont jaune claires ou
fonce. Les capitules, sans les bractées externes, ont 2 a 3 cm de diameétre. On rencontre cette

plante dans les milieux perturbés (cultures abandonnées, terrains vagues...) [70].
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Figure 14: Représentation schématique et en photo de Asteriscus spinosus

Les fleurs et les feuilles épineuses de la plante ont été utilisées pour soulager l'inflammation
as-sociée a une variété de conditions pathologiques y compris la gastralgie, les contusions
inflam-matoires, les blessures de la peau et les infections de la bouche [150], [151]. En Algérie,
la partie aérienne en décoction ou en infusion dans I’eau est indiquée contre le diabete et les
douleurs  gastriques a raison de prendre deux verres par jour [152].
Sur le plan chimique, des études aantéricures faites sur les métabolites secondaires d’A. spinosus
ont signalé que la plante est riche en sesquiterpénes et sesquiterpénoides oxygénés [153], [154].
Néanmoins seulement trois études ont porté sur la composition chimique des huiles essentielles
de cette plante et qui ont de méme identifié un pourcentage élevé en sesquiterpenes oxygénés tel
que : le germacra-1(10),5-dién-3,4-diol, I’a-cadinol (18.4%), le 3-acétoxygermacra-1(10),5-
diéne-4-ol (13%), le t-cadinol (13.5-19.26%) et le §-cadinéne (5.8-13.93%) [149], [154]. Egale-
ment une étude portée sur les parties séparées de la plante provenant de la Jordanie a identifié la
présence de I’Acorénone B (9.64-33.85%), comme compose majoritaire dans les feuilles et les
fleurs d’A. spinosus [155]. En Algeérie aucune référence bibliographique n’a rapporté la composi-

tion chimique de I’huile essentielle de cette espéece.
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Les huiles essentielles sont des extraits végétaux aromatiques trés complexes et trés concentrés.
Elles peuvent contenir plus d’une centaine de molécules aromatiques dans des proportions trés
variables. Ce sont ces différentes combinaisons de molécules qui donnent des propriétés si parti-
culieres aux huiles essentielles et qui constituent des mélanges complexes responsables de leurs
odeurs et activités caractéristiques.

D’une fagon générale, pour qu’un composé soit odorant, il faut qu’il possede un poids molécu-
laire modéré, une polarité faible, une certaine solubilité dans I’eau, une pression de vapeur et un
caractére lipophile élevé [156], [157]. Néanmoins, il n’est pas nécessaire qu’il posséde des
groupes fonctionnels particuliers ou qu’il soit réactif chimiquement.

Les constituants des huiles essentielles possedent un squelette hydrocarboné qui peut étre li-
néaire, cyclique ou encore aromatique. Ils peuvent posséder toutes les grandes fonctions de la
chimie organique [158] : alcools, composes carbonylés (principalement aldéhydes et cétones),
esters, phénols et, dans une moindre mesure, dérivés azotés et soufrés. Néanmoins, les terpenes
(hydrocarbure en C10 ou C15) et les terpénoides (terpenes fonctionnalisés) sont de loin les plus
abondants. Les HE peuvent aussi renfermer différents composés volatils issus de la dégradation
des acides gras [21]. Cette diversité de compositions entraine une complexité qui nécessite des
procédures analytiques présentant des sensibilités extrémement élevées [159].

La valorisation des mélanges complexes des volatils des plantes passe nécessairement par une
étape de caractérisation chimique. Pour cela, il apparait que le traitement des échantillons est
toujours I'étape limitante de la chaine analytique, puisqu’il doit étre adapté a la nature des consti-
tuants de la matrice a étudier. En effet I’action de la lumiére, la température, un stress hydrique,
une activité enzymatique ou la présence de polluants, la production et I’émission des composés
volatils d’une plante peuvent étre affectées ce qui introduit des difficultés dans I’analyse. Ainsi
ces mémes conditions peuvent entrainer une instabilité chimique de certaines molécules odo-
rantes, on donne comme exemple le temps de vie d’un monoterpéne soumis a une exposition
lumineuse qui est estime entre moins de 5 min pour I’a-terpinéne et a 3 h pour I’a- et le p-pinéne
[160].

Les enjeux analytiques sont majoritairement confrontés a la détection et la quantification de
composeés traces, ceci nécessite I’utilisation de techniques d’analyse a trés haute résolution, qui
permettent d’identifier de nouveaux composés présents a I’état de traces ou d’ultra-traces, no-
tamment par couplage des techniques séparatives avec la spectrométrie de masse qui est I’outil
de prédilection en la matiere pour l'identification des mélanges complexes des composés volatils.
Conformément aux modalités d’une thése soutenue sur article, la partie qui suit la synthése bi-
bliographique va étre consacrée a la discussion des résultats obtenus au cours de mes travaux et
qui sont issus de cing publications présentées en fin du document. Apres un bref passage sur les

différentes techniques mises en ceuvre pour la préparation de I’échantillon et I’analyse des mé-
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langes complexes des volatils des plantes, et en tenant compte du volume important des échantil-
lons traités dans cette these (483 échantillon), je me propose de présenter dans la partie suivante
une synthése des résultats les plus pertinents des différentes approches traitées dans ce
mémoire de these a savoir : (i) la séparation et I’identification des composés nouveaux par la
combinaison de plusieurs techniques d’analyses, (ii) le développement d’une méthodologie
d’analyse basée sur I’étude statistique et la variabilité chimique permettant d’interpréter les
différents résultats trouvés et ainsi mettre en place des études comparatives sur plusieurs rangs,
(iii) la valorisation des matrices volatils (huile essentielle et hydrolat) en mettant en évidence
I’étude des activités antioxydantes, antifongiques, antibactériennes, insecticides et larvicides de
ces derniéres, et enfin (iv) une étude économique visant a sélectionner les meilleures
compositions chimiques pouvant intéresser le monde industriel d’une part et le secteur de

I’agriculture BIO d’une autre part en mettant I’accent sur le concept du bio-contrdle.

1. Meéthodes de préparation de I’échantillon
L’intervention sur I’échantillon avant I’analyse peut se montrer particulierement efficace pour
concentrer un analyte (une famille d’analytes) ou éliminer certains constituants. Cela est réalisé
depuis longtemps en se servant des différentes propriétés physico-chimique des constituants
et plus particulierement, de la température d’ébullition (distillation fractionnée), de la
polarité (chromatographie sur colonne), de I’acido-basicité (lavages) ou encore de la solubilité
(partition). Ces techniques utilisées depuis fort longtemps ont énormément évolué pour pouvoir
se miniatu-riser (microdistillation), requérir de plus faible quantités d’échantillon ou
s’automatiser (chroma-tographie sur colonne « flash ») [9].
Les procédés d’extraction sont basés sur la différence de solubilité des composés présents dans
un mélange. Nous nous intéressons ici a I’extraction a partir d’un systeme solide, la plante.
Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits a haute valeur ajoutée présents dans
les plantes. Ces techniques sont variables, selon la partie du végétal traitée, la fragilité de la
plante utilisée, et selon ses caractéristiques botaniques.
Parmi les techniques utilisées dans I’extraction des huiles essentielles il y’a celles qui peuvent
étre dites conventionnelles (utilisées depuis longtemps) tel que [I’entrainement a la
vapeur, I’enfleurage, et I’hydrodistillation et celles qui sont nouvelles (développées plus
récemment), tel que la technique d’extraction par fluide supercritique, la technique d’extraction

assisté par micro-onde...etc.




1.1.  Hydrodistillation
Concernant les techniques d’extractions utilisées dans le domaine de I’industrie et de la re-
cherche, I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur représentent les techniques de référence
dans ce domaine, ils constituent les procédés d'extraction ou de séparation de certaines subs-
tances organiques les plus anciens, apportés par les Arabes au 1Xéme siécle. Cette opération
s'accomplit traditionnellement dans un alambic [21].
La distillation a la vapeur d’eau, ou entrainement a la vapeur d’eau, est la technique la plus cou-
rante pour I’obtention des huiles essentielles. Cette technique utilise I’entrainement des subs-
tances aromatiques par la vapeur d’eau ou les plantes sont disposées entiéres ou broyées (lors-
qu’il s’agit d’organes durs comme les racines ou les écorces) dans un appareil de type Clevenger
ou dans un alambic (obtention a I’échelle industrielle). Pour I’obtention a I’échelle industrielle,
un courant de vapeur d’eau traverse I’alambic et sous I’effet d’une source de chaleur, Le chauf-
fage permet, dans une premiere étape de I’hydrodistillation et de I’entrainement a la vapeur, de
former de la vapeur d’eau qui détruit la structure des cellules végétales, libére les molécules con-
tenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique.
Le courant de vapeur ainsi crée permet I’entrainement d’un mélange hétérogéne d’eau et de mo-
lécules organiques. Il s’agit plus précisement de la formation d’un azeotrope entre I’eau et cha-
cun des constituants du mélange qui permet dans la majorité des cas une volatilisation de ces
métabolites secondaires a une température d’ébullition inférieure a celle de chaque composé et a
celle de I’eau. Ainsi, des substances possedant des points d’ébullition assez élevés peuvent étre
extraites. La vapeur, chargée de I'essence de la matiere premiere distillée, se condense dans le
serpentin de l'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier. Les parties insolubles dans I'eau
de condensation sont décantées et, en raison de sa plus faible densité, I’huile essentielle se place
au-dessus de la phase aqueuse. La phase aqueuse contenant les composés hydrosolubles est ap-
pelée eau de distillation (ou hydrolat). Il est impératif que la distillation soit complete pour que
tous les constituants aromatiques de I’HE soient récupérés. Par conséquent, les durées de distilla-
tions sont généralement longues. Elles varient en fonction des organes distillés de 1 a 24 heures
[161].
L’entrainement a la vapeur constitue la technique la plus utilisée et la plus aisée a mettre en
ceuvre pour la production d’huiles essentielles et elle reste sans doute la plus rentable,
I”investissement matériel étant relativement peu important par rapport a celui des autres tech-
niques. Elle peut étre utilisée au laboratoire avec un appareil de type Clevenger tout autant qu’a
grande échelle (« procéde en continu », « cuve mobile ») [20].
Pour ce qui nous concerne, nous avons opté pour un montage de type Clevenger, la technique la

plus adaptée a I’échelle laboratoire.
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1.2.  Extraction liquide-liquide (Obtention de I’extrait d’hydrolat)

En regle genérale, les hydrolats sont riches en composés oxygénés. On y trouve souvent de petits
acides organiques volatils, ce qui implique que les hydrolats sont habituellement a pH acide.
Cette valeur peut également étre contr6lée pour la comparaison des lots. Il faut en outre savoir
gue I’analyse des hydrolats est assez jeune comparativement a celle des huiles essentielles, et
gu’il est donc plus probablement d’y retrouver des molécules inconnues qui ne sont pas incluses
dans des bases de données scientifiques ou des publications. Généralement, tout composé forte-
ment hydrosoluble retrouvé a I’état de traces dans les huiles essentielles mais beaucoup plus
abondant dans un milieu aqueux pourrait produire un tel résultat. Ainsi, le pourcentage
d’identification des composés volatils totaux est généralement plus faible pour un hydrolat que
pour une huile essentielle.

Pour un volume donné d’hydrolat, la quantité de composés organiques volatils est trés petite
comparativement a une huile essentielle pure. L’analyse d’hydrolat implique donc la plupart du
temps une étape de pré-concentration. La solution aqueuse est mise en contact avec un solvant
organique non-miscible. La plupart des composés organiques de I’hydrolat ont plus d’affinité
pour le liquide organique, et quittent I’eau pendant cette extraction liquide-liquide. Le solvant est
ensuite évaporé doucement, voir a basse pression, laissant un « concentré » d’hydrolat dépourvu
d’eau.

Les extraits d’hydrolats peuvent étre analysés presque de la méme maniére que les huiles essen-
tielles. Il existe cependant une grande différence entre une huile essentielle pure et un extrait
d’hydrolat : ce dernier est résultant d’une solution aqueuse. Cela implique quelques précautions

specifiques pour son analyse en Chromatographie en phase gaz [162].

2. Les méthodes d’identification des constituants des melanges complexes
des volatils

La technique appliguée dans I’analyse des mélanges complexes des volatils est celle développée
dans le laboratoire CPN (Chimie des produits Naturels) de I’Université de Corse (France), et
adaptée au laboratoire COSNA (Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyses) de
I’Université de Tlemcen, qui s’effectue classiqguement par le couplage « en ligne » d’une tech-
nique chromatographique, généralement la CPG, avec une technique d’identification spectrale,
généralement la SM ou, quelques fois, la Spectrométrie Infrarouge par Transformée de Fourier
(IRTF). Cette procédure est privilégiée lors de la réalisation d’analyse « de routine » d’un échan-
tillon dont les constituants ne présentent pas de difficultés d’identification [163], [164]. Dés lors

que I’étape d’identification se complexifie, la procédure nécessite un fractionnement de




I’échantillon par chromatographie liquide sur colonne (CLC) ou mieux encore en utilisant la
chromatographie flash automatisée (CFA), qui peut se poursuivre jusqu’a la purification d’un
constituant. L’objectif étant d’aboutir a son élucidation structurale par les techniques spectrosco-
piques usuelles : RMN-'H et *3C, SM, IRTF, etc.

2.1.  Chromatographie en phase gazeuse « CPG »

La CPG est une méthode de separation mais aussi d’analyse. La chromatographie en phase ga-
zeuse est une méthode d’analyse par séparation des composés gazeux ou vaporisables par chauf-
fage sans décomposition. Elle permet ainsi I’examen de mélanges pouvant étre trées complexes et
dont les constituants different tant par leur nature que par leur volatilité [12]. L'identification
d'une substance peut étre facilitée par la connaissance de son temps de rétention qui est une va-
leur caractéristique pour une phase stationnaire donnee. En effet, les temps de rétention de
chaque composé dépendent des conditions expérimentales (nature et épaisseur de la phase sta-
tionnaire, programmation de la température, état de la colonne, etc.), ils peuvent donner aussi
une information sur la nature des molécules, et les aires des pics fournissent une quantification
relative. Ainsi des méthodes de quantification réelle avec étalons interne et externe qui sont qua-
siment les seuls utilisés aujourd’hui et développées pour répondre aux exigences de la pharma-
cie, la cosmétique, I’agroalimentaire et surtout le domaine de la recherche scientifique [165].

Chague constituant est caractérisé par ce qu’on appelle un indice de rétention. En effet une meil-
leure information peut étre obtenue grace a I’utilisation de ces indices, mesurés sur les colonnes
apolaire et polaire, qui sont plus fiables que les temps de rétention. Ils sont calculés a partir d’une
gamme etalon d’alcanes ou plus rarement d’esters methyliques linéaires. Le calcul peut se faire
pour une expérimentation a température constante par interpolation logarithmique: indices de
Kovats (IK) [166], ou en programmation de température par interpolation linéaire indices de
rétention ou indices de Van Den Dool et Kratz (IR). Bien que dans la grande majorité des cas,
chaque molécule possede des indices de rétention sur colonne apolaire et polaire qui lui sont
propres, deux molécules peuvent fortuitement co-éluer et présenter des indices de rétention iden-
tiques. Par ailleurs, on observe fréquemment pour un méme composé des écarts d’indice de ré-
tention pouvant atteindre 10 et méme 20 unités, entre les données de la littérature et celles du
laboratoire surtout sur colonne polaire et ce pour les molécules les plus polaires qui sont éluées
en dernier [167]. De meilleurs résultats sont obtenus quand les produits de référence et les mé-
langes naturels a analyser, sont traités rigoureusement dans les mémes conditions experimen-
tales, c'est-a-dire lorsque les indices des composés de référence sont mesurés au laboratoire [17].
La CPG est préférentiellement utilisée dans le cas des molécules volatiles comme celles qui sont
présentes dans les huiles essentielles (mono et sesquiterpénes, certains diterpénes, phénylpropa-

noides, molécules linéaires,...etc.). La CPG, est aujourd’hui, un outil incontournable pour
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I’analyse des composes volatils en mélange, et elle peut méme étre utilisée avec des molécules
plus lourdes (stéroides, triterpénes,...), en utilisant une température isotherme élevée (CPG haute
température CPGHT).

2.2. Chromatographie en phase gazeuse /spectrométrie de masse (CPG/SM)

La complexité des mélanges a analyser dans les domaines aussi différents que ceux concernant
I’analyse de polluants atmosphériques, de coupes pétrolieres ou dans le domaine de
I’agroalimentaire (aliments, eau), et les produits naturels (parfumerie, cosmetique, médecine)
[168], a conduit au developpement de techniques de couplage de plus en plus sélectives pour
permettre la caractérisation de composés souvent présents a I’état de traces. En effet le couplage
CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence en analyse de routine dans le secteur particu-
lier des huiles essentielles [169], [170]. Le principe de la spectroscopie de masse consiste a bom-
barder, a I’aide d’électrons, une molécule préalablement éluée sur la colonne capillaire qui sera
ensuite fragmentée ; les différents fragments obtenus, chargés positivement, constituent le
spectre de masse de la molécule. Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus fréquents
et dont les applications n’exigent pas une haute résolution pour I’analyse des huiles essentielles,
sont le « quadripGle » et le piége a ions ou « ion trap ». Tous deux utilisent la stabilité des trajec-
toires pour séparer les ions selon le rapport masse sur charge m/z [171], [172]. Les analyseurs
quadripolaires sont constitués de quatre barres cylindriques. Un cation pénétrant entre les barres
sera attiré vers une barre négative. Si le potentiel change de signe avant qu’il ne soit déchargé sur
cette barre, il changera de direction. Dans les appareils a quadripole, les potentiels sont réglés de
maniere telle que seuls les ions d’une fourchette de masses déterminées traversent les barres. Par
la suite, le faisceau d’ions ayant traversé I’analyseur de masse, doit étre détecté et transformé en
un signal utilisable. Les deétecteurs les plus courants sont les chaleltrons (multiplicateurs
d’électrons) et les photomultiplicateurs ; ils convertissent les impacts ioniques en signaux.
L’ordinateur enregistre les signaux visualisés sous forme de pics d’intensités variables, rangés
sur une échelle de masses. Le multiplicateur de photons permet la détection des ions positifs et
dans certains cas des ions negatifs [173].

Cette technique permet d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux des composes
contenus dans des bibliotheques de spectre informatisées ou sous format papier construites au
laboratoire ou commerciales [174]. En fait, dans le cas des melanges complexes des huiles essen-
tielles, I"utilisation conjointe de la SM (utilisation simultanément de bibliothéques de laboratoire
et de littérature) et des indices de rétention calculés sur deux colonnes de polarité différente en
CPG, permet, en général I’identification d’un grand nombre de leurs constituants [175]-[178].
Néanmoins dans le cas des huiles essentielles riches en sesquiterpénes et diterpénes, des pro-

blémes d’identification peuvent persister en utilisant la SM(IE) associée aux indices de rétention




mesurés sur deux colonnes de polarité différent. Des informations complémentaires peuvent étre
obtenues avec les techniques « d’ionisation douce » telles que I’ionisation chimique positive
(ICP) ou I’ionisation chimique négative (ICN) [179] .

2.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique non destructive,
extrémement riche et puissante qui permet de sonder la matiére a I’échelle nanométrique et
d’extraire des informations structurales trés locales qui caractérisent un systeme. Elle consiste a
observer, dans un champ magnétique intense, la réponse de certains atomes a un champ radio
fréguence. Elle s’applique a des domaines aussi variés que la chimie organique, les polymeéres,
les matériaux inorganiques ou hybrides et les échantillons biologiques. Dans le droit fil des tra-
vaux precurseurs de Formacek et Kubeczka dans le domaine des huiles essentielles [180], [181],
la plupart des études continuent a utiliser la RMN comme méthode de confirmation plutét que
méthode d’identification. Complémentaire des techniques conventionnelles développées, la
RMN du carbone-13 constitue de nos jours un véritable outil d’analyse des mélanges complexes
naturels.

Le spectre du RMN du carbone-13, présente dans la trés grande majorité des cas, autant de raies
de résonnance qu’il y a de carbones dans la molécule [182]. De plus, la fréquence de résonnance
des carbones étant trés sensible aux variations électroniques et stériques, la moindre modification
structurale se traduit par une variation plus ou moins importante mais toujours mesurable de tous
(ou presque tous) les carbones de la molécule [183]. Ainsi, il est possible d’identifier par RMN
du carbone-13 la plupart des molécules organiques, méme dans le cas ou les molécules ont des

structures trés proches.

3. Meéthodologie d’analyse

L’identification des constituants d’une huile essentielle ou de la fraction volatile extraite d’une
matrice d’origine végeétale est réalisée par des techniques d’analyses conventionnelles. Celle-ci
est basée sur I’utilisation conjointe de la CPG/Ir et de la CPG/SM-IE [159].

Le mélange complexe des volatils (fractionné ou non dans le cas des huiles essentielles) est ana-
lysé simultanément par CPG/Ir et CPG/SM-IE. Le calcul des Ir, polaires et apolaires, et la quan-
tification des composés s’effectuent par CPG/Ir. L’analyse par CPG/SM permet d’obtenir les
spectres de masse des divers constituants qui, a I’aide d’un logiciel, sont ensuite comparés a ceux
répertoriés dans des bibliotheques, dont une élaborée au laboratoire et les autres, commerciales,
en éditions traditionnelles ou informatisées [Jennings et Shibamoto [184] Joulain [163], [185],
Wiley [186], [187], Adams [174], Nist [188]]. Afin de rendre performante I’identification, il est

préconise de posséder une bibliotheque riche mais surtout adaptée au domaine d’investigation




[164]. La bibliotheque « Arémes » construite au laboratoire CPN et reproduite partiellement au
laboratoire COSNA, est élaborée a partir de spectres de masse enregistrés dans les mémes condi-
tions opératoires que celles utilisées pour I’analyse des mélanges complexes, assurant ainsi une
fiabilité accrue dans I’identification. Elle contient actuellement les indices de rétention sur deux
colonnes de polarité différentes et les spectres de masse de plus de 1300 composés volatils dont
plus de 900 molécules terpéniques. Cette bibliothéque a été constituée a partir de molécules dis-
ponibles dans le commerce et elle est enrichie continuellement par des molécules isolées par
fractionnement a partir des huiles essentielles ou encore obtenues par hémi-synthese et dans tous
les cas, identifiées par RMN.

Chaque proposition du logiciel de comparaison des spectres de masse est assortie d’une note de
concordance qui refléte la validité de la structure proposée. Si la note de concordance est cor-
recte, les indices de rétention du constituant propose sont compares a ceux présents dans la bi-
bliotheque élaborée au laboratoire, ou dans les bibliotheques commerciales [Jennings [184], Jou-
lain [163], [185], Adams [174]], ou encore répertoriés dans la littérature. Toutefois, se limiter a
la note de concordance n’est pas suffisant; il faut systématiquement procéder a I’examen du
spectre de masse du compose recherché afin d’en tirer les principales informations : masse de
lion moléculaire, fragmentations caractéristiques ou encore mise en évidence de co-élutions. A
ce stade, trois approches différentes (a, b, et c) sont envisagées (figures 15 et 16) :

e (a), le spectre de masse du constituant et ses indices de rétention correspondent a ceux
d’un composé présent dans la bibliothéque élaborée au laboratoire. L’identification du
constituant est realisée sans ambiguité. Cette démarche est systématiquement mise en
ceuvre quel que soit la nature du mélange complexe (huile essentielle, extrait au solvant
ou fraction volatile (cas d’un fractionnement sur colonne).

e (b), les données spectrales et les indices de rétention du constituant ne correspondent a
ceux d’aucun composé de la bibliothéque du laboratoire mais correspondent a ceux d’un
composé présent dans les bibliotheques commerciales (ou dans la littérature). Dans ce cas
nous Vérifions, par I’étude des fragmentations principales, si le spectre de masse du pro-
duit proposé est bien en accord avec la structure de ce dernier. Cette approche mécanis-
tique peut étre complétée, lorsque cela s’avére possible, soit par une étape d’hémi-
synthese suivie de I’exploitation de I’analyse du composé synthétisé, soit par le recours a
la RMN *3C dans le cas de I’analyse d’une huile essentielle

e (c), les données spectrales et les indices de rétention du constituant ne correspondent a
ceux d’aucun composé d’aucune bibliotheque. Dans ce cas deux stratégies, uniquement
envisageables pour I’analyse des constituants d’une huile essentielle, sont imaginables :

0 soit le composé est présent dans les bibliothéques RMN **C (auquel cas il est identifié
sans ambiguité),




0 soit le composé est absent des bibliothéques RMN *3C, auquel cas nous n’avons d’autre
ressource que le schéma classique de purification du constituant dans I’optique d’une

étude structurale.

Cette méthodologie est celle mis en ceuvre pour I’analyse des différentes huiles essentielles ci-
tées dans ce manuscrit de thése. L’analyse des échantillons a été réalisée en suivant deux voies :
(i) une voie « de routine » qui a eu recours seulement a I’analyse par CPG et CPG/SM et cela
concernant les volatils qui n’ont pas présenté de difficulté majeurs en vue de leurs identification.
C’est dans cette optique et en tenant compte du volume des échantillons traités et qu’on n’a pas
pu les analysés au laboratoire CPN de Corse, que nous avons essayé de développer la méme
technique (et dans les mémes conditions) au laboratoire COSNA de I’université de Tlemcen,
dans une thématique de transfert technologique qui permettra par la suite de faire une analyse
compléte et fiable des huiles essentielles au sein du laboratoire COSNA. (ii) la deuxiéme voie a
été réalisée par combinaison des techniques associe le pouvoir de séparation des techniques chro-
matographiques (CLC, CPG) a la puissance d’identification des techniques spectroscopiques
(SM et RMN) dans le but d’optimiser la performance de notre méthodologie d’analyse. Cette
combinaison est généralement mise en ceuvre pour I’analyse des huiles essentielles dont
I’identification des constituants est difficile, notamment lorsque les limites d’identification de la
bibliothéque du laboratoire sont atteintes. A travers plusieurs exemples, nous illustrerons les dé-
marches analytiques complémentaires basées sur I’utilisation conjointe de la chromatographie
sur colonne (CLC), et la RMN du carbone-13 afin d’identifier les composés absents de nos bi-

bliotheques.




Figure 15 : Identification des constituants de mélanges complexes de volatils par combinaison
des techniques CPG et CPG/SM

MELANGES COMPLEXES DE VOLATILS

Fractionnement des huiles essentielles par chromatographie

j:’Gt CPG/SM

Chromatogramme du meé- Spectres de masse IE
Iange complexe volatil de chaque Composé

:

3 mhm

mlxe ?
\
I J‘

I )
& ‘ Sjwr 7‘55 e snaﬂn‘ig“ ’ AP s L e .
- “‘AJMUL‘U ﬁﬁumﬂw‘@w"wwf“u‘ s . l“ﬁ‘ﬂ“i:ﬁﬁ“ e
Ir polaire
Ir apolaire Examen des <i
Ounantification spectres de masse

Il \/

Bibliotheques d’indices de rétention

et de spectres de masse

Commerciales/Littérature
Joulain-Koning,

Laboratoire

« Aromes »

il

(a) Identification (b) Analyses complémentaires




Figure 16 : Analyses complémentaires mises en ceuvre pour I’identification des constituants

d’une huile essentielle.
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Dans cette partie nous présentons I’apport de chaque technique décrite dans la partie analytique,
dans I’identification des compositions chimiques de nos différentes huiles essentielles. Les résul-
tats les plus pertinents seront utilisés pour illustrer ces approches, tout en se référant a chaque

fois a I’article qui les rapporte plus en détail.

1. L’apport de la Chromatographie Liquide sur Colonne (CLC)
Dans le cas des mélanges complexes des huiles essentielles, le fractionnement par colonne est
une technique préparative qui nous permet de séparer ou de purifier les constituants de ces mé-
langes. Cette séparation permet aussi d’ameliorer le rendement quantitatif mais surtout qualitatif
de I’identification. En effet grace a sa grande rapidité et son temps d’action réduit la CLC flash
est une méthode qui est utilisée de maniere fréquente au laboratoire, elle utilise le plus souvent le
mélange binaire n-pentane/éther diéthylique, pour le fractionnement des huiles essentielles. Con-
cernant les huiles essentielles des différentes especes étudiées dans cette thése, nous avons opté
pour un fractionnement de la majorité d’entre elles et cela pour une ultime séparation des deux
fractions hydrocarbonée et oxygénée (cas des menthes, des thyms, et des chrysanthémes), La
chromatographie sur colonne permet aussi de simplifier le mélange complexe initial en concen-
trant soit les composés majoritaires ou méme ceux qui possedent un faible pourcentage dans les
fractions. Ainsi le fractionnement d’une portion de 1,0 g d'huile essentielle collective de T. ino-
dorus [Al], par élution avec du n-hexane et I’éther diisopropylique (DIPE,) nous a permis
d’obtenir une fraction non polaire et cing fractions polaires, aussi I’élution avec du n-hexane et
du DIPE (95: 5), a permis de concentrer I’hydrate de trans-sesquisabinene (50,3%), hydrate de
trans-7-épi-sesquisabinene (1,3%), le viridiflorol (18,8%), le 1édol (4,3%), 1'a-acorénol (1,5%) et
le B-bisabolol (8,2%), dans la fraction oxygénée. Par ailleurs toutes les fractions obtenues ont été

analysées par GC et GC-MS, et la fraction polaire FO2 a été analysée par la RMN *3C [A1].
Le fractionnement nous a permis d’identifier et de confirmer cing nouveaux composés qui sont
(PHydrate de trans-sesquisabinéne, Hydrate de trans-7-épi-sesquisabinene, (Z)-Hex-3-en-1-ol,

Camphéne et Eicosane) [Al].

Tableau 1 : Identification des constituants de I’HE de T. inodorus par la CLC

Nombre de composés identifiés et pourcentage
d’identification

X : Avant 0 Apres 0 X
Especes Fractions obtenues par CLC CLC % avant CLC Yo apres
T. inodorus 6 78 71,2 83 94,7




2. Utilisation des bibliotheques de données commerciales, un savoir-faire a acquérir
Si les donnees spectrales du RMN carbone-13 et de la CPG décrites dans la littérature sont
enregistrées dans les mémes conditions expérimentales de celles utilisées au laboratoire,
I’identification d’un constituant d’un melange complexe volatil est réalisée sans ambiguité, et
cela par comparaison de ses indices de rétention et de ses spectres de masse avec ceux de
molécules de référence contenues dans la bibliotheque « Arébmes », Par contre I’identification
a partir des bibliotheques commerciales nécessite une attention particuliere. Les bibliotheques
commerciales que nous utilisons présentent un niveau de performance inégal car elles sont
construites dans des conditions expérimentales non standardisées (nature du quadripdle,
conditions d’ionisation, ba-layage de masses variables...) et différentes de celles utilisées au
laboratoire. Les bibliotheques commerciales informatisées NIST [188] et Wiley [186], [187]
sont construites par compilation de différentes collections de données d’origines variées, qui
renferment les spectres de masse de plusieurs milliers de molécules organiques dont le taux de
réplicas relativement important limite inévitablement la pertinence de I’identification [189],
[190]. Par contre, les bibliothéques com-merciales informatisées Joulain [185], [191] et Adams
[174] sont plus performantes et peuvent étre directement utilisables. Elles contiennent certes
un nombre moindre de spectres de masse (respectivement plus de 1200 et plus de 1600) mais
qui correspondent tous a des molécules volatiles identifiées dans des huiles essentielles. De
plus, les spectres de masse répertoriés ont tous été enregistrés dans des conditions
expérimentales voisines de celles utilisées au laboratoire. Enfin, ces deux bibliotheques
présentent 1I’énorme avantage de lister les indices de rétention des composés mesurés, en
programmation de température, sur des colonnes apolaire respectivement de type DB-5 et
CpSil 5 : conditions chromatographiques voisines de celles utilisées au labora-toire. Toutefois,
c’est I’analyste qui, en dernier ressort, valide la proposition a partir de la note de concordance
fournie par le logiciel de comparaison, de la prise en compte des indices de réten-tion
littérature et de I’examen du spectre de masse [192]. Il y a plusieurs exemples dans ce ma-
nuscrit de thése qui illustrent I’utilisation des bibliothéques de données dans I’identification
des composés, on peut citer le shyobunol qui est le composé majoritaire de I’huile essentielle
d’l. viscosa et qui a été identifié a I’aide de la bibliothéque de donné Joulain. On peut citer
aussi le cis-p-menth-2-en-1-ol et le trans-p-menth-2-en-1-ol qui se trouvent dans les huiles
essentielles des menthes et des inules et qui sont eux-mémes identifies a I’aide de la

bibliotheque de donné Joulain.




3. Larésonance magnétique nucléaire RMN du carbone 13 :
Les huiles essentielles sont des substrats de choix pour mettre en évidence I’efficacité et la spéci-
ficité d’une technique analytique ainsi que pour démontrer la complémentarité des différentes
techniques. En effet, grace a sa capacité d’acceés aux valeurs des déplacements chimiques de
chaque carbone de la molécule, nous avons constaté que ni la complexité de la structure ni la
fonctionnalisation ne constitue un handicap pour I’identification des constituants d’un mélange
naturel par RMN Bc. Ainsi, cette technique permet d’identifier de nombreux sesquiterpénes
ayant des structures voisines, présents dans les huiles essentielles. Nous pouvons citer comme
exemple I’huile essentielle de Micomeria inodora ou I’identification du composé majoritaire

I'hydrate de trans-sesquisabinéne @ 1@

®3)

, ainsi que deux autres composés (5-bisabolol * et I'nydrate

de trans-7-epi-sesquisabinéne ™ a été réalisée par RMN B¢ aprés un fractionnement par CLC
[A1].

OH

4. Outil statistique
De nombreux travaux de recherche ont montré que la composition chimique des huiles essen-
tielles présente des variations induites par une série de facteurs. Ces facteurs sont liés d’une part
aux proprietés de la plante et a son environnement de culture, et d’une autre part a toutes les
étapes de traitement allant de la récolte de la matiere premiere veégétale jusqu’au stockage de
I’huile essentielle, qui peut également induire des variations dans la concentration des composés
ou méme I’apparition de nouvelles molécules. Pour étudier cette variabilité chimique, il est in-
dispensable d’effectuer un traitement statistique de la matrice constituée par les pourcentages
normalisés et standardisés des constituants des mélanges volatils. L’étude de cette variabilité
chimique est réalisée en utilisant les deux outils les plus fréquent : I’analyse en Composante
Principale (ACP) et la Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) [193]. Ces deux outils
permettent d’avoir une vision synthétique, des similitudes ou des différences au sein d’un en-
semble d’échantillons. Sans entrer dans les théories régissant les statistiques, nous allons montrer

le parti que le chimiste peut en tirer.




4.1. Analyse en Composante Principale (ACP)

L’ACP est un outil permettant de convertir un nuage de points d’un espace multi-varié en un
nuage de points dans un espace a 2 dimensions. Les points et les différentes variables de cet es-
pace sont projetes selon les 2 axes perpendiculaires, les plus représentatifs de I’ensemble du
nuage [194]. Concrétement, dans notre domaine d’étude, les variables sont généralement les

constituants du mélange tandis que les points sont les diverses stations de récolte.

4.2. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La CAH est une méthode d’agglomération de différents points dans un espace varié. On établit
tout d’abord la dissimilarité entre chaque point via des calculs de distance, ensuite, le systeme
choisi agglomeére les points entre eux de facon itérative et abouti a la formation de plusieurs
groupes. Les agglomérations successives sont représentées sous forme d’arborescence sur le
dendrogramme issu de la CAH. Ceci permet ainsi de regrouper les échantillons selon plusieurs

groupes, en fonction de I’importance, de la dissimilarité entre chaque rameau de I’arbre [193].

L utilisateur doit faire preuve de prudence dans les conclusions tirées des représentations issues
de son échantillonnage géographique. Dans une ACP, il est important que les deux axes choisis
aient un pourcentage de représentation suffisamment élevé pour que I’ACP soit jugée pertinente.
Si le pourcentage est trop faible, les conclusions qui découlent de la représentation sont erronées.
De méme, la CAH, bien que permettant d’établir différents groupes, ne fournit strictement au-
cune information concernant les affinités de ces groupes avec les diverses variables utilisées
Dans ce manuscrit de thése, I’interprétation des résultats a été faite d’une fagon systématique en
établissant une classification des groupes les plus représentatifs en CAH et confirmé ces groupes
en ACP, et cela afin d’évité les aberrations toujours possibles en ACP. Une fois les groupes et
leur composition fixés, les affinités de chaque groupe avec les composés discriminants ont été
déterminées par ACP. En effet I’étude de la variabilité chimique en utilisant I’outil statistique
peut nous procurer des informations qui peuvent étre tres utiles dans I’interprétation de la longue
liste des facteurs pouvant influencer la composition chimique d’une huile essentielle. On peut
ainsi envisager de controler ceux qui le permettent (irrigation, période de récolte, méthode
d’extraction..) mais aussi d’anticiper la composition de I’extrait obtenu. Ce qui intéresse tous les
consommateurs d’huiles essentielles, I’industrie qui cherche de bons rendements dans
I’extraction de molécules spécifiques ou une composition chimique stable, ou I’aromathérapeute
qui souhaite une huile exprimant son plein potentiel d’efficacité.

A titre d’exemple, une représentation d’une ACP dans la figure ci-dessous, montre I’intérét de

I’utilisation de I’outil statistique pour faire une analyse comparative entre les deux especes du




genre Asteriscus (Asteriscus maritimus et Asteriscus spinosus) [A5]. Cette approche sera donnée
plus en détail dans la partie E pour montrer toute son importance dans la sélection des

meilleurs chémotypes chimiques qui intéresseraient les industriels.

Figure 17: La représentation des échantillons d’huiles essentielles des deux especes du
genre Asteriscus par ACP.
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5. Compositions chimiques des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle dépend tout d’abord d’une série de facteurs
propre a la plante et a son environnement de culture. Que cela soit pour des raisons de sécurité de
transport, de stockage, ou pour la sécurité des consommateurs, mais également pour assurer des
échanges commerciaux honnétes, la détermination de la qualité des huiles essentielles est capi-
tale, ceci passe par plusieurs étapes et doit surtout tenir compte de toutes les données que peut

fournir la botanique de la plante.

5.1. Variabilité Chimique (Nombre des échantillons)
Comme on a déja cité dans les paragraphes ci-haut, plusieurs facteurs peuvent influencer la com-
position chimique d’une HE, c’est pour cette raison qu’avoir un nombre important d’échantillons
peut nous procurer un spectre élargie d’informations dans I’étude de la variabilité chimique des
huiles essentielles. Dans notre travail de recherche nous avons récupéré 483 échantillons de dif-
férentes stations de la région Ouest de I’Algérie. Le nombre d’échantillons de chaque espéce

étudiée, est mentionné dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Nombre des échantillons des différentes especes récoltées

Genres Mentha (245) Thymus (90) Chrysanthemum (57) | Inula (28) | Asteriscus(18)
Espéces MPI | MPU | MR | MS | T.I | TH1 | TH2 | TH3 cc CD v | IM ASM ASS
Nbr échantil- 30 53 83 | 79 | 24| 23 35 8 35 22 22 8 8 10
lons (483)

MR : Mentha rotundifolia ; MPI : Mentha piperita ; MPU : Mentha pulegium ; MS : Mentha spicata ;
THL1 : Thymus ciliatus ssp eu-ciliatus ; TH2 : Thymus ciliatus ssp coloratus ; TH3 : Thymus ciliatus ssp
munbyanus ; CC : Chrysanthemum coronarium var coronarium ; CD : Chrysanthemum coronarium var
discolor. 1V : Inula viscoa ; IM : Inula montana ; ASM : Asteriscus maritimus ; ASS : Asteriscus spino-

Sus.

5.2. Séchage de la plante et détermination de la teneur en eau
Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau qui est vitale
pour la vie de la plante. Cependant, la quantité d’eau que peut contenir une espéce peut indiquer
des modifications considérables, particulierement sur le plan quantitatif, dans la phase de
I’extraction des huiles essentielles. C’est pour cette raison que passer par I’étape de séchage est
nécessaire pour déterminer la teneur exacte en huile essentielle d’une plante.
Des études ont montré que l'augmentation de la teneur en huiles essentielles avec le séchage sug-
geére la continuité et l'accélération de la biosynthese des huiles essentielles apres la récolte du
matériel végetal [195]. De plus, au niveau industriel la technique du séchage, est considérée
comme tres rentable, car elle permet d'améliorer la qualité des produits en évitant leur contami-
nation, de conserver leurs principes actifs, d'augmenter leur durée de vie, et de diminuer leurs
poids afin de faciliter leur transport et de diversifier leur utilisation [196] [197]. Néanmoins, lors
du séchage, une plante aromatique pourrait perdre une partie de son huile essentielle par volatili-
sation et par entrainement avec la vapeur d'eau éliminée.
Ces pertes sont d'autant plus importantes si la température du séchage est longue ou la tempéra-
ture est trop élevée. C’est pour cette raison que cette opération doit étre faite dans des conditions
bien définit. Pour ce qui nous concerne nous avons opté pour un sechage naturel de nos diffé-
rentes espéces a I’abri de la lumiére, dans I’herbier de I’Université de Tlemcen, par la suite nous
avons déterminé la teneur en eau en utilisant la méthode pondérale pour déterminer la teneur en
eau dans les parties aériennes seches de la plante et qui représente la détermination de la perte de
masse par dessiccation a I’abri de la lumiere. On peut donner I’exemple de I’espéce
M.rotundifolia qui a présenté le taux d’humidité le plus élevé paraport aux autres espéces et qui
a été estimé a 79,39%, ce qui offre a la plante un caractere humide trés puissant. 1l est a noté

gu’un intervalle important a été enregistré entre le rendement des HE de la plante fraiche et la

.



plante seche, ou ce dernier a été estimé a 0.87 et 1.53 respectivement pour la méme masse de
plante distillée.

5.3. Especes, sous-especes et variétes
5.3.1. Espece

Si on considére que I’espéce n’est pas réellement un facteur de variation de la composition chi-
mique des huiles essentielles, citons tout de méme I’importance de I’identification de la plante
utilisée par une nomenclature correcte. La multitude des noms vernaculaires que peut avoir une
espece et qui changent d’un pays a un autre, rend I’utilisation du nom scientifique de la plante
indispensable pour éviter tout risque de confusions lors de la commercialisation, ainsi la désigna-
tion d’une éventuelle variété et du premier descripteur sont également considérés comme des
informations qui permettent de verrouiller ce risque de confusion. En effet, on cite parmi les fac-
teurs qui augmente ce risque le phénomene d’hybridation, le terme « hybridation » évoque une
fécondation qui ne suit pas les lois naturelles : ce qui consiste a croiser deux especes, races ou
variétés distinctes. Les hybrides ainsi formés peuvent étre fertiles et donner lieu a la formation
d'une nouvelle espece.

Les menthes sont classées parmi les genres les plus connue pour avoir un grand pouvoir
d’hybridation. 1l suffit de planter deux plants de menthes différentes c6te a cote pour voir appa-
raitre une nouvelle forme intermédiaire, une nouvelle composition chimique d’huile essentielle
et méme de nouveaux chémotypes. L’exemple le plus pertinent qu’on peut donner a ce propos
est celui des résultats trés variables qui ont caractérisé la composition chimique de I’huile essen-
tielle de Mentha rotundifolia de I’Ouest Algérien. Selon la littérature, cette espece est issue d’un
hybride de Mentha longifolia et de Mentha suaveolens [198], alors que d’autres références disent
que Mentha rotundifolia et Mentha suaveolens correspondent a la méme espéece [199]. Cette es-
péce a eté caractérisée par une forte variabilité chimique, ou les composés majoritaires (la pulé-
gone, le menthol, I’oxyde de pipériténone, la carvone... etc.), changent radicalement d’un pays a
un autre. Cette multitude de composition nous a poussé a faire une étude statistique de la varia-

bilité chimique de I’huile essentielle de cette espece. L’analyse de 83 échantillons de M. rotundi-
folia faite par CPG et CGP/SM nous a décelé la présence du Pulégone (2.3-40.1%), Menthone
(5.3-38.1%), Oxyde de piperiténone (8.2-49.3%), comme composés majoritaires formant trois
groupes présentés dans le tableau ci-dessous. Par ailleurs I’analyse de I’extrait d’hydrolat de M.
rotundifolia a été caractérisée par I’abondance du pipériténone contrairement a I’huile essen-
tielle, ainsi que la présence de I’acétate de carvone, jamais décrit dans la littérature comme com-

pose dans I’huile essentielle.




Tableau 3: Pourcentages des composés majoritaires de 83 échantillons de M. rotundifolia

Composés majoritaires Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
%min %max %min %max %min %max

Pulégone 1,2 39,8 0,1 0,9 0,1 1,6
Menthone 51 37,6 0 0 0 0
Iso-menthone 2,6 25,3 0 0 0 0
Néo-menthol 1,6 16,2 0 0 0 0
Oxyde de piperitenone 0 0 8.2 42 32,9 49,3
Z- oxyde pipéritone 0 0 10,8 12,5 0 0
E- oxyde pipéritone 0 0 9,8 13,7 0 0
E-B-Caryophyllene 0,1 2,8 15 3,3 8,5 11,5
Terpinéne-4-ol 0,5 12,5 0,1 3,1 9,3 15,2

5.3.2. Sous-especes

Comme nous I’avons déja cité plus haut, ce qu’on appelle une certification botanique est parmi
les critéres qui désignent la qualité d’une huile essentielle, cette certification doit tenir compte de
I’appellation de la plante en précisant le genre, I’espéce, la sous-espéce, le cultivar afin
d’éliminer le risque d’erreur issu de noms vernaculaires locaux, en effet durant nos investiga-
tions faites au cours de ce travail de thése nous avons rencontré ce genre de confusion botanique
entre trois sous-espéces de Thymus ciliatus. La cueillette réalisée sur les monts de la wilaya de
Tlemcen nous a permis de récupérer trois sous-espeéces de Thymus ciliatus qui sont quasiment
identiques, ou il était impossible de les différencier a I’eil nue. Par la suite, I’étude de la
composition chimique des huiles essentielles des trois sous-especes nous a révélé la présence de
trois profiles chimiques différents, et c’est a partir de la qu’on a procédé a une nouvelle cueillette
en collaboration avec les botaniste pour pouvoir identifier :le Thyums ciliatus ssp eu-ciliatus
(Carvacrol (61,6-70,9%)), Thymus ciliatus ssp munbyanus (Acétate d’a-terpényle (49,6- 51,39%))
et le Thymus ciliatus ssp coloratus (Camphre (15,7-21,5%)) [A3].

5.3.3. Variétés
Trop souvent, on retrouve des huiles essentielles pour lesquelles I’organe producteur, la variété
de la plante ou I’origine géographique ne sont pas précisés. Il est pourtant tres utile de les inclure
dans la dénomination de I’huile essentielle puisque nous verrons que ce sont les premiers fac-
teurs de variation de la composition d’une huile essentielle. L’exemple que nous présentons ici
illustre bien ce facteur puisque I’espéce chrysanthemum coronarium présente deux variétés qui
au niveau morphologique changent seulement dans la coloration des fleurs, qui sont jaunes dans
la variété coronarium et blanches dans la variété discolor. Néanmoins I’étude de la composition
chimique des huiles essentielles des deux variétés a presenté une différence dans I’abondance des
composés majoritaires de ces derniéres. Par ailleurs I’étude statistique a révélé la présence de

deux groupes caractéristiques de chaque variété : un groupe majoritaire qui regroupe 35




échantillons de la variété coronarium caractérisé par la forte abondance du myrcene (25,2-
36,4%) et une faible abondance en camphre (5,5-15,2%), ainsi qu’un groupe de 22 échantillons
de la variété discolor caractérisé par des pourcentages plus importants en camphre (14,2-
27,5%), mais toujours avec une forte abondance en myrcéne (15,1-28,1) (Tableau 2).

Tableau 4: Pourcentages des composés majoritaires de 57 échantillons des deux variétés de

I’espece C. coronarium

Composés majoritaires Groupe 1 (var coronarium) Groupe 2 (var discolor)
% min % max % min % max
Myrcéne 25,2 36,4 15,1 28,1
Camphre 55 15,2 14,2 275
Cis acétate de chrysanthenyl 0,8 7,1 2,1 12,9
Trans acétate de chrysanthenyl 15 5,2 0,8 43
Acétate de lyratyl 2,4 7,1 4.6 6,8
Z-B-ocimeéne 0,9 55 2,7 13,6
E-f-ocimene 0,2 45 0,8 29

5.4. Partie de la plante utilisée

En tenant compte des exigences provoquées de plus en plus par les consommateurs, le
producteur d’une huile essentielle se trouve devant I’obligation, de donner des informations
plus précise pour justifier la qualité de son huile essentielle, parmi les informations qu’il peut
fournir il convient de préciser si la totalité de plante a été distillée ou si ce n’est pas le cas, de
quelle partie de la plante est-elle extraite. En effet, I’organe producteur influe sur le rendement
d’extraction.  Parfois, I’aspect de [I’huile essentielle est trés dépendant de son organe
producteur et porte des désignations complétement différentes. Lors de nos travaux de these,
nous avons effectué une étude d’organes séparés de deux genres : les menthes et les
chrysanthémes. L exemple qu’on cite ici illustre bien I’influence de ce facteur sur le changement
des caractéristiques de I’huile essentielle vis-a-vis : le rendement, I’aspect, la couleur et méme
la composition chimique de cette derniére. Les deux variétés de I’espece chrysanthémum
coronarium (var coronarium et var discolor) étudiées ont montré des différences
remarquables au niveau de la couleur de I’huile essentielle qui était jaune dans les feuilles et les
tiges et bleu marine dans les fleurs, ainsi le rendement élevé obtenu a partir des fleurs
(0.42-0.61) pour la variété discolor et coronarium respectivement, nous donne une information
supplémentaire sur I’organe responsable de la production de I’huile essentielle. Concernant la
composition chimique, cette derniére a été marquée par la présence du Chamazulene, un
composé qui a été complétement absent dans les feuilles et les tiges et présent a un pourcen-
tage important dans I’huile essentielle des fleurs. En effet la présence de ce composeé justifie la




coloration bleue obtenue lors de la distillation des fleurs des deux variétés de I’espéce corona-

rium.

5.5. Cycle végetatif de la plante et sa période de récolte
Si on étudie la composition chimique des huiles essentielles provenant d’une méme plante mais
produite a deux moments différents, elle ne sera pas la méme pour les deux extraits. On aura
probablement des différences méme vis-a-vis aux rendements. C’est a partir de la que la connais-
sance des variations au cours du cycle vegétatif de la plante peut nous permettre de sélectionner
le moment le plus opportun pour la récolter. Chez les Lamiacée les poils sécréteurs d’huiles es-
sentielles se trouvent a la surface du végétale, ceci augmente I’influence du facteur climatique
sur ces especes, c’est le cas des menthes qui ont montré des variations trés importantes par rap-
port aux rendements des huiles essentielles (Figure 18), (Tableau 5) et méme a I’abondance des

composés majoritaires.

Tableau 5 : rendements des quatre especes de menthes

Espéces Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février Mars
M. spicata 0,91 0,63 0,68 0,25 0,09 0,14
M. piperita 1,33 0,85 0,45 0,26 0,57 0,62
M. rotundifolia | 2,31 1,72 0,66 0,71 0,41 0,83
M. pulegium 1,69 1,44 1,2 0,29 0,71 0,65
Espéces Avril Mai Juin Juillet | AodQt | Septembre
M. spicata 0,42 0,69 1,41 1,45 1,73 1,96
M. piperita 0,38 0,65 0,98 1,02 1,28 1,82
M. rotundifolia 1,2 2,4 2,61 2,65 2,92 3,01
M. pulegium 0,42 0,93 1,2 1,32 1,45 1,75

e \.spicata

= |V].piperita

M.rotundifolia

e M.pulegium

Figure 18 : Courbe de I’influence du cycle végétatif sur les rendements en huiles essentielles
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A partir des courbes d’évolutions des rendements des quatre espéces de menthes nous pouvons
conclure, que ce dernier est influencé tant par les périodes de froid que les périodes de chaleurs.
En effet, les états de variations les plus importantes ont été signalées en périodes de pluie et froid
(décembre, janvier, février, mars), ou les rendements ont chuté brusquement pour atteindre le
rendement le plus faible de 0.09 pour M. spicata, cependant cette chute a été de nouveau signalée
en périodes ou les températures été tres élevées (juillet et début Aout).

Pour les quatre espéces de menthes étudiées, le rendement moyen est de I’ordre de 0.6%, il at-
teint son minimum pendant la période végétative de la plante, puis augmente progressivement
pendant la phase initiale de floraison et atteint son maximum a la pleine floraison, en fait les re-
sultats trouvés sont trés compatibles avec la regle générale, qui dit que la formation des huiles
essentielles s’améliore a des températures plus élevées, bien que les jours tres chauds peuvent
conduire a une perte physique excessive d'huile, ainsi que la pluie continue peut entrainer la
perte d'huiles essentielles des feuilles et des racines par lessivage [200].

La période du cycle végétatif joue également sur la proportion de chaque composé chimique qui
compose son huile essentielle. En effet, I’étude de I’influence du facteur climatique sur la pro-
duction d’huile essentielle nous a permis également d’observé que tous les composés sont sus-
ceptibles de voir leur concentration varier a travers les saisons. Nous prenons comme exemple
pour ¢a la composition chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium qui a montré des va-
riations trés importantes en termes de pourcentages des composants de I’huile essentielle (Ta-
bleau 6) (Figure 19).

Tableau 6 : I’influence du climat sur I’abondance des composés majoritaires dans I’HE de

M.pulegium.
Composés Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février Mars
Eucalyptol 32,7 30,5 25,9 18,7 16,9 121
Menthone 23,1 27,2 29,8 30,5 32,5 34,2
Néo-menthol | 19,8 22,9 32,5 358 255 237
Pulégone 59 6,5 91 12,9 15,8 15,9
Composés Avril Mai Juin Juillet | Aot | Septembre
Eucalyptol 6,7 3,5 2,1 19 0,8 28,2
Menthone 36,6 40,5 39,8 324 29,6 25,1
Néo-menthol | 20,9 14,8 10,3 9,8 7,3 15,4
Pulégone 17,9 21,2 28,6 32,8 40,7 17,3
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Figure 19 : influence du cycle végétatif sur I’abondance des composés majoritaires

La majorité des travaux realisés sur la composition chimique de I’huile essentielle de M.
pule-gium ont montré que celle-ci est caractérisée par la prépondérance du pulégone
accompagne d’autres cétones mono terpénique tel que : menthone, isomenthone, pipériténone
[201]. En effet la présence du pulégone comme composé majoritaire rend cette huile toxique
ce qui limite son utilisation dans I’industrie. Néanmoins I’étude de la variation de la
composition chimique de cette espéce selon son cycle végétatif procure une utilisation
envisageable gréce a I’abondance de deux composes trés recherchés par I’industrie des ardbmes
et parfums: I’Eucalyptol et la Men-thone. A partir des résultats obtenue nous pouvons déduire
que la meilleure période de cueillette desti-née a I’obtention d’un meilleur pourcentage en
Menthone est celle du printemps (Avril-Mais), par contre le pourcentage élevé en Eucalyptol
sera meilleur vers le mois d’Octobre, ainsi la période de froid et pluie est favorable en terme
d’augmentation en pourcentage de Néo-menthol. Ces observations montrent qu’il est possible
d’étudier et de connaitre les variations dans la composition chimique d’une huile essentielle, a
travers les saisons et donc de définir le meilleur moment pour la récolte, par le meilleur
compromis entre rendement et composition chimique, et méme s’il est difficile d’expliquer
I’origine de ces variations au fil des saisons, elles sont bien connues et permettent donc
d’adapter la période de récolte selon I’intérét que I’on porte a I’huile essentielle et I’utilisation
finale que I’on souhaite en faire. Néanmoins et afin de pouvoir maitriser ces variations, il est
impératif de faire un travail expérimental d’optimisation suivant la région dans laquelle la

plante est cultivée. C’est cette méthodologie que nous mettons en avant dans cette approche.
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5.6. Facteurs environnementaux

Il existe une multitude de facteurs extérieurs a la plante qui sont susceptibles d’influencer son
développement : pluie, température, humidité, cycle de vie, ensoleillement, vents, nature du
sol... Ces facteurs peuvent ainsi faire grandement varier d’une fagcon quantitative et qualitative
I’huile essentielle produite, ce qui peut avoir des répercussions importantes sur le marché mon-
dial.

Les métaux lourds (Plomb, cadmium, mercure, zinc, nickel, cuivre...) sont également a prendre
en compte car ils peuvent jouer sur le développement de la plante et poser des problemes de qua-
lité finale en se retrouvant dans I’huile essentielle extraite [202]. Ainsi une baisse de I’humidité
dans I’environnement de la plante diminue sa croissance et entraine d’importantes modifications
biochimiques et métaboliques, affectant la qualité de I’essence. C’est le cas de la menthe poivré
qui a été depuis longtemps le sujet de nombreuses études ou il a été démontré I’effet des agres-
sions extérieures sur le développement de cette espéce. En effet, Eugene Charabat a décrit en
1908 dans Le parfum chez la plante les conséquences du parasitisme par un acarien dans les
champs de menthe poivrée (Mentha piperita L.) des environs de Grasse (Alpes-Maritimes). Il 'y
détaille les transformations morphologiques des plants touchés mais également les conséquences
sur I’essence. Celle-ci y est plus abondante mais décrite comme de moindre qualité. Chez les
plantes touchées (dites « basiliquées » en raison de leur morphologie), I’essence est enrichie en
éther mais les cétones (menthone) n’y sont plus qu’a I’état de traces, lorsqu’elles sont détectables
[74]. Concernant la menthe poivré algérienne, la nature du sol, le climat méditerranéen et les
conditions environnementaux nous ont permis la caractérisation d’un nouveau chémotype riche
en linalol et acétate de linalyle, qui sont des composés trés recherchés par I’industrie des parfums
pour leurs odeurs caractéristiques, ainsi et dans ce méme contexte d’influence des conditions
environnementales sur I’huile essentielle, I’étude que nous avons effectué sur les changements
des pourcentages des composés majoritaires selon le climat a montré que ces deux derniers va-
rient beaucoup jusqu’au moment ou I’acétate de linalyle devient majoritaire a la place du linalol
(Tableau 7), Ceci affirme I'influence de ce facteur sur la variabilité de la composition chimique

d’une huile essentielle.
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Tableau 7 : I’influence des conditions environnementales sur I’abondance des composés

majoritaires de I’huile essentielle de M. piperita.

Composeés Octobre | Novembre | Décembre | Janvier | Février Mars
Eucalyptol 3.7 2.9 15 3.7 51 5.6
Linalol 51.3 50.9 44.2 40.2 34.7 30.9
a-terpinéol 8.9 7.6 7.1 6.9 2.7 3.3
Acétate de linalyle 17.9 18.2 19 20.1 385 39.2
Composeés Avril Mai Juin Juillet | Aot | Septembre
Eucalyptol 6.4 7.5 4.3 4.0 3.9 3.9
Linalol 30.8 39.6 50.2 52.1 53.4 59.4
a-terpinéol 51 6.2 8.1 9.2 10 9.1
Acétate de linalyle 40.6 35.2 154 141 124 17.3
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Figure 20 : influence des conditions environnementales sur I’abondance des composés majori-

taires de I’'HE de M. piperita

Ainsi pour I’industrie des parfums il serait intéressant d’avoir une huile essentielle riche en acé-

tate de linalyle, ce qui induit une récolte et une distillation de cette plante entre février et avril.

6. Etude de la composition chimique des hydrolats
Considérée par I’industrie comme une eau florale, I’hydrolat contient en petite quantité des com-
posés volatils semblables a ceux présents dans I'huile essentielle, ainsi on pourra méme retrouver
des composés solubles dans I'eau non retrouves dans I'huile. La composition des hydrolats
s'éloigne donc de celle des huiles : les molécules oxygénées hydrophiles s'y trouvent en grandes
guantités alors que les composés lipophiles comme les hydrocarbures terpéniques sont la plupart
du temps quasi absents. Certains hydrolats présentent une plus grande proportion de molécules

lipophiles comme ceux de Mentha piperita ou Melissa officinalis [203].
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Afin de pouvoir effectuer I'analyse de la composition chimique des hydrolats par CPG/GC-MS,

il est nécessaire de concentrer I'nydrolat avant l'injection, en procédant a une extraction liquide-

liquide avec un solvant organique (I’éther diéthylique). L’analyse des extraits d’hydrolats des

différentes especes étudiées a donné un profile chimique proche a celui de I’huile essentielle et

parfois méme plus intéressant, c’est le cas de I’hydrolat de M. spicata qui a presenté un profil

chimique riche en carvone et ces dérivés qui étaient absents dans I’HE (carvone (41%), le dihy-

drocarveol, le néo-dihydrocarveol (17,71%), le Z et E-dihydrocarvone (14,35%) et le trans car-

veol (10%). Ainsi on note la présence de certains composés qui étaient totalement absents dans

les HE des especes M. rotundifolia, M. pulegium, M. piperita, et chrysanthemum coronarium tel

que : I’acétate de carvone (8.4%), la verbénone (8.5%), I’élemol (12.5%), et le yomoji alcool

(2.5%) respectivement (figure 21).
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Figure 21 : les dérivés de la carvone présent dans I’hydrolat de M. spicata
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Partie E

VALORISATION DES HUILES ES-
SENTIELLES
ACTIVITES BIOLOGIQUES
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« Malheureusement, aujourd'hui, I'industrie pharmaceutique produit le principe actif par syn-
thése chimique et le vend plus cher, maugrée le pharmacien. Pourtant, parfois I'expérience nous
montre que la molécule synthétisee n'est pas aussi efficace que le mélange de substances ex-
traites, car il existe une espece d'émulation entre les difféerents produits. En plus, elle risque
d'entrainer une résistance des bactéries, alors qu'un assemblage de produits naturels n'en en-
gendre pas. » Jean-Marie Pelt [204].

Ces dernieres décennies, le développement de I’industrie agroalimentaire spécialement le secteur
des aliments cuisinés, a poussé les industriels a rechercher de plus en plus des pratiques phy-
siques telles que la conservation par le froids, le conditionnement sous atmosphere inerte,
I’utilisation des fongicides...etc., afin de limiter les altérations qui peuvent étre causées lors du
processus de fabrication et de stockage. Bien que les différentes substances chimiques utilisées
pour ces fins leur ont permis de limiter ces pertes de produits finis, I’utilisation de ces substances
a aussi un impact sur I’environnement et la santé humaine [205]. Par ailleurs, certains microor-
ganismes ont développé des mécanismes de résistance rendant plusieurs molécules antimicro-
biennes inutiles. Enfin, de maniere indirecte, certaines substances synthétiques convertissent des
matiéres ingérées en substances toxiques ou carcinogenes en augmentant I’activité des enzymes
microsomales [206]. Par conséquent, la demande en aliment sans conservateur ou en possédant
une faible concentration est de plus en plus importante, ce qui mene I’industrie a rechercher des
alternatives plus saines et éco-concgues. Il existe a ce sujet, un intérét particulier pour les poly-
phénols et phénols [207], [208], lesquels sont solubles dans I’eau et ont des propriétés de chéla-
tion avec les métaux, ce sont des antioxydants ayant des propriétés redox qui leur permettent
d’agir comme des agents réducteurs, donneurs d’hydrogéne et de capturer les molécules
d’oxygeénes singulets [209]. Leur importance dans le régime alimentaire humain et leur activité
antimicrobienne a été établie durant les vingt derniéres années.

Dans ce contexte les HE constituent aussi une source potentielle de ces familles moléculaires,
elles font I’objet de nombreuses études concernant leurs éventuelles utilisations en tant
gu’antioxydant, antibactérien et antifongique. Le nombre étudié est d’ailleurs inversement pro-
portionnel aux applications que I’on peut trouver a I’échelle industrielle. Formées d’un melange
complexe de molécules, mono, sesqui et parfois di terpénique, les huiles essentielles constituent
une véritable source d’agents actif contre les bactéries et champignons. En effet de nombreuses
études démontrent la relation entre la composition chimique des HE et leurs activités sur les mi-
croorganismes ainsi que leur effet additionnel en tant qu’antioxydant, ce qui constitue une option
polyvalente intéressante pour combattre la détérioration de I’aliment par des microbes ou par les
radicaux libres, ainsi leur utilisation en tant qu’antimicrobiens s’inspire de leur role au sein de la

plante face aux phytopathogénes. En effet plus la complexité moléculaire de I’'HE est élevée
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plus elle constitue un obstacle important pour I’adaptation pathogéne que ne le ferait un mélange
simple de monoterpénes.

Les extraits de plantes aromatiques (c’est-a-dire les huiles essentielles et leurs composants, les
essences, et les hydrolats) habituellement utilisés en tant qu’arémes alimentaires sont de ce fait
également utilisés en tant qu’additifs alimentaires et ce d’autant plus facilement qu’ils sont pour
la plupart classés « généralement connue comme sains » et approuvés comme additifs alimen-
taires par la Food and Drug Administration (service du gouvernement américain responsable de
la pharmacovigilance, c’est-a-dire des études, du contréle et de la réglementation des médica-

ments avant leur commercialisation) [9] [210].

1. Activité antioxydante
Avec I’expansion du commerce des plats cuisines, les services publics de santé autorisent I’ajout
de plus en plus important d’additifs. Cependant, leur utilisation dans les formulations doit appor-
ter une valeur ajoutée aux aliments sans étre préjudiciable a la santé humaine. Les antioxydants
sont des composés capables de minimiser efficacement les rancissements, de retarder la peroxy-
dation lipidique (une réaction qui peut étre accelérés par plusieurs paramétres comme la présence
de radicaux libres oxygénés (RLO), une température elevé, la présence de lumiére solaire ou
bien encore la trace de métaux de transition), sans effet sur les propriétés sensorielles et nutri-
tionnelles du produit alimentaire. L’antioxydant alimentaire idéal devra donc répondre & un ca-
hier de charges relativement complet en étant soluble dans les graisses, efficace a faible dose,
non toxique, n’entrainant ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable. 1l devra étre résistant aux
différents processus technologiques susceptibles d’étre appliqués au produit alimentaire et, pour
terminer, il devra étre stable dans le temps [211].
Afin d’utiliser les HE en tant qu’antioxydants alimentaires, il convient d’évaluer I’efficacité an-
tioxydante de ces dernieres, afin de limiter leurs ajout aux doses strictement indispensables aux
objectifs de préservation a atteindre.
Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des extraits d’hydrolats des differentes especes
étudiées dans cette thése a été réalisé en utilisant trois différentes méthodes :
L’evaluation de I’activité anti radicalaire par (DPPH), la réduction des ions ferreux (FRAP) et le

blanchissement du B-carotene.

1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Afin d’etudier I’activité anti radicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable qui absorbe dans le visible a la
longueur d’onde de 515 a 520 nm.




Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des molécules dites
antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite (diphényl picryl-
hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de
I’absorbance [64]. Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005), avec des légeres modifica-
tions qu’on a apporté, la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,6 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. Des solutions a différentes concentrations de I’huile essentielle et de
I’extrait d’hydrolat ou standard (BHT) sont ajoutées a un volume complémentaire de DPPH, le
mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle négatif
contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire
est estimée selon I’équation ci-dessous :
AAR% = [Abs48h (échantillon)/Abs48h (BHT)] x 100.

Calcul des ICsp :

ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient concentration50), est la
concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.

Les 1C50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction des diffé-

rentes concentrations des extraits testés.

1.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe®* présent dans le complexe ferrocyanure
de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique
(Fe*") en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*), ainsi la formation de ce complexe indiquera un
pouvoir réducteur et déterminera la capacité d’un composé a se comporter comme un antioxy-
dant. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé est celui de Wang et al 2008 et Oyaiza 1986 avec une légere
modification ou : 2,5ml de I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 0,5 ml
d’une solution tampon phosphate (pH= 6.6) et 0,5 ml d’une solution de potassium ferrocyanide a
1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 0,5 ml
d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifu-
gés a 3000g pendant 10 min. 1 ml du surnageant sont ajoutés a 0,5 ml d’eau distillée et 0,3ml
d’une solution de chlorure de fer (FeCl3) a 0.1%.

Apreés incubation a température ambiante et a I’obscurité, la lecture des absorbances se fait

contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre [65].




1.3. Test de blanchissement du f-carotene

Ce test est basé sur 1’oxydation couplée du B-carotene et de I’acide linoléique solubilisés dans
une solution aqueuse de tensioactifs tween-20. Il consiste a mesurer la décoloration du B-
carotene résultant de son oxydation par les radicaux peroxyles issus de I’acide linoléique.
L’addition d’un antioxydant dans ce systéme retarde la décoloration du B-caroténe. Ce test per-
met de déterminer un pourcentage d’inhibition. Le B-carotene est un antioxydant lipophile qui
protége les acides gras de I’oxydation. Or I’ajout d’un second antioxydant va permettre sa pré-

servation, et c’est cette protection qui va étre mesurée.

La méthode décrite par Tepe et ces collaborateurs (2005) a été employée avec une légere modifi-
cation. Une émulsion B-caroténe/acide linoléique a été préparée par solubilisation de 2 mg de B -
caroténe dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 pl de ’acide linoléique et 200 mg de tween 20
sont additionnés. Le chloroforme est completement évaporé au rotavapeur et 100 ml d’eau oxy-
génée sont ajoutés, I’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

A 2,5 ml du mélange précédent, 350 ul de chaque extrait ont été ajoutés (a une concentration de
2 mg/ml dans le méthanol). Les tubes a essai ont été incubés en obscurité a la température du
laboratoire. Deux tubes contrdle ont été aussi préparés avec la méme procédure, I’un contenant
un antioxydant de référence BHT (contrdle positif) et I'autre sans antioxydant (contréle négatif)

ou I’échantillon est remplacé par 350ul de méthanol [66].

La cinétique de décoloration de I’émulsion en presence et en absence d’antioxydant est suivie a
490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48heures. L’activité antioxydante relative
des extraits (AAR) est calculée selon I’équation suivante :

AAR% = [Abs48h (échantillon)/Abs48h (BHT)] x 100.

N.B : le BHT est utilis¢ comme contréle positif, dans les deux méthodes de I’évaluation de
I’activité antioxydantes (DPPH et blanchissement du [B-caroténe), et aux mémes conditions ex-

périmentales.

Compte tenu de la nature diversifiée des antioxydants, ainsi que de la complexité des processus
d’oxydation, les valeurs de la capacité antioxydante d’un composé different d’un test a I’autre, ce
qui rend impossible la comparaison entre les méthodes et, de ce fait, une certaine standardisation.
Le plus souvent, pour avoir une indication aussi précise que possible de la capacité antioxydante
d’un échantillon, il faudra combiner les réponses des tests susceptibles d’étre réalisés. Dans ce
contexte nous avons choisis de présenter les résultats les plus pertinents des extraits ayant un

pouvoir antioxydant élevé.




L’évaluation de I’activité antioxydante de tous les échantillons traités a été réalisée en utilisant
les gammes de concentration avec lesquelles I’activité antioxydante des extraits isolés a été me-
surée pour définir leur 1Cso. Pour ce qui est du genre Mentha, la comparaison des résultats a été
faite entre les espéeces cultivées (M. pipeérita et M. spicata) et celle poussant a I’état spontané (M.

rotundifolia et M. pulegium).

Le pouvoir antioxydant le plus élevé a éte attribue aux extraits d’hydrolats de M. rotundifolia et
M. piperita qui avaient une concentration minimale inhibitrice contre la formation des radicaux
libres de I’ordre de 2.27ug/ml et 2.47 pg/ml respectivement contre 7.36 pg/ml du control BHT.
Ainsi concernant le test de blanchissement du B-caroténe, on constate que le BHT et tous les ex-
traits testés inhibent d’une maniére significative I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du

[-carotene par rapport au controle négatif qui représente 100% de la peroxydation (Tableau 8).

Tableau 8: Evaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles de M.piperita et

M.rotundifolia.

Echantillons Activité antioxydante
Concentration de I’extrait (ug/mL) 1 5 15 25 50
HE M. rotundifolia Inhibition du blanchiment du p- 965 1153 1523 1943  66.43  40.87
caroténe (%)
Inhibition du DPPH 29.29  36.17 45.44 54.26 79.35 40.90
Ex HY M. rotundifolia Inhibition du blanchiment du B- 49.25 57.33 67.53 77.01 91.54 0.51
carotene (%)
Inhibition du DPPH 4522  78.26 89.22 91.85 96.85 2.27
Inhibition du blanchiment du f3- 21.74  31.78 39.97 31.78 21.74 33.38
HE M. piperita carotene (%)
Inhibition du DPPH 29.23  39.15 49.43 59.83 81.4 17.44
Inhibition du blanchiment du f3- 9.52 19.63 25.19 40.19 70.91 33.14
Ex HY M. piperita carotene (%)
Inhibition du DPPH 43.08 53.34 62.07 75.92 86.88 2.57
Inhibition du blanchiment du B- 49,55 5559 75.36 85.46 98.23 0.62
BHT caroténe (%)
Inhibition du DPPH 18,55 30.40 35.95 55.85 64.69 7.36

A partir des résultats cités ci-haut, on remarque que pour les différents tests réalisés, I’activité
antioxydante la plus élevé est a chaque fois attribuée a I’extrait d’hydrolat, en la comparant avec
I’huile essentielle, ces résultats ouvrent une perspective intéressante pour l'utilisation de ces

extraits dans les différents domaines tel que I’agroalimentaire, la cosmétique et dans I’industrie
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pharmaceutique dans la mesure ou les agents de conservation chimiques pourraient étre

remplacés par des hydrolats tant que I'impact organoleptique de ceux-ci demeure acceptable.

S’agissant du troisieme test utilisé pour la détermination du pouvoir antioxydant, la méthode de
FRAP consiste a une réduction du complexe ferrocyanure de potassium en sa forme Fe®*. Ce test
est rapide et donne des résultats reproductibles pour des solutions biologiques ainsi que pour des
solutions pures d’antioxydants ou la réaction est indépendante de la concentration car la réponse
est linéaire, ceci est bien illustré dans les résultats obtenue en comparant le pouvoir antioxydant
des huiles essentielles des trois sous-espéces de Thymus ciliatus, ou une augmentation de la re-

duction du fer été proportionnelle aux concentrations utilisées.
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Figure 22 : Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP des huiles
essentielles des sous-espéces de Thymus-ciliatus.
Tc : Thymus-ciliatus ssp eu-ciliatus ; Thy : Thymus-ciliatus ssp munbyanus ; Thw : Thymus-ciliatus ssp

coloratus

Selon les résultats illustrés dans la figure ci-dessus, pour les différentes concentrations des huiles
essentielles des trois sous-especes étudiées, nous observons que I’activité antioxydante augmente
avec la concentration utilisée. Néanmoins on a remarqué que I’huile essentielle de Thymus cilia-
tus ssp eu-ciliatus a chémotype carvacrol a été caractérisée par le pouvoir antioxydant le plus
élevé et qui a été méme meilleur que celui du témoin acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur important observé pour les différentes huiles testées peut étre attribué a la
présence du groupement hydroxyle qui peut servir comme donneur d’électron. Quelques études
antérieures ont montré que le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme indicateur si-

gnificatif de son activité antioxydante potentielle, cependant la synergie entre les différents cons-
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tituants de ces huiles peut aussi jouer un réle tres important vis-a-vis de I’action des huiles essen-
tielles comme des réducteurs et inactiveur des molécules oxydantes présentes dans un extrait.

Plusieurs études ont été intéressées par I’étude de la relation structure-activité pour essayer de
comprendre le mécanisme d’action des molécules responsables de I’inhibition des radicaux
libres. A notre tour nous avons essayé d’expliquer cette relation en étudiant le pouvoir antioxy-

dant des composés purs de quelques espéces étudiées (Tableau 9).

Tableau 9 : Concentration inhibitrice du radical DPPH par les composés purs

Composés  Carvacrol Pulégone Linalol Carvone a-terpinéol Terpinéne-4-ol

IC50 3.32 5.66 23.2 6.59 8.31 19.72 7.36

Pour des concentrations de (50, 20, 10, 5, 1ul/ml), la concentration inhibitrice de 50% du radi-
cale libre DPPH a été meilleure pour le carvacrol, pulégone, carvone et le terpinene-4-ol en la
comparant avec I’antioxydant de référence le BHT.

A partir de ces résultats on peut suggérer que la présence de ces composés dans nos extraits étu-
diés (huiles essentielles et extraits d’hydrolats), est responsable du fort pouvoir antioxydant en-
registré pour les différentes concentrations utilisées. Il est toutefois important de signaler que ce
n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables de cette activité
antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui peuvent interagir
d’une facon synergique ou antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux
libres [212].

2. Activite antibactérienne

Les effets antibactériens de différentes espéces de plantes sont connus depuis longtemps et sont
utilisés de facon empirique en désinfection ou pour augmenter la durée de conservation des ali-
ments. Généeralement, les propriétés biologiques des plantes sont directement liées a la composi-
tion des huiles essentielles qui sont constituees d’un mélange complexes de substances apparte-
nant a diverses classes de la chimie organique. En effet I’activité antibactérienne est le résultat
des groupes fonctionnels présents dans ces métabolites et de leurs synergies. Les plus actifs de
ces groupes fonctionnels sont : phénols >aldéhydes > cétones> alcools>éthers>hydrocarbures
[9].

Le spectre d’action des HE est tres étendu, elles agissent contre un large éventail de bactéries, y
compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est, par ailleurs,
variable d’une HE a I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre.
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La plupart des HE étudiées pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques appartiennent
a la famille des Lamiaceae : thym, origan, lavande, menthe... Cependant le coefficient antibacte-
rien le plus élevé est attribué aux phénols (plus de 90% des bactéries pathogenes y sont sen-
sibles) carvacrol, thymol, eugénol... Ces molécules sont des anti-infectieux puissants et polyva-
lents, & la fois antibactériens, antiviraux, antifongiques, et immunostimulants [11].

De nos jours, I’étude des activités biologiques des huiles essentielles représente le meilleur
moyen pour les valoriser commercialement ou d’expliquer leurs utilisations en médecine tradi-

tionnelle.

Les diverses études menées dans ce domaine ont montré la diversité des méthodologies em-
ployées pour mettre en évidence les activités antimicrobiennes des HE. Le choix des techniques
utilisées pour déterminer leur activité antimicrobienne a une grande influence sur les résultats.
L’insolubilité des constituants des HE dans I’eau et leur volatilité constituent les principales dif-
ficultés rencontrées. Les techniques classiques mise en point in vitro permettent soit de caractéri-
ser le pouvoir antimicrobien soit de le quantifier en terme de concentration minimale inhibitrice.

Les différents protocoles peuvent étre classés selon la nature de contact de I’HE avec le germe.

2.1. Méthode par diffusion sur milieux solide (méthode des disques)

Il s’agit d’une méthode qualitative permettant de tester la sensibilité ou la résistance des micro-
organismes aux HE par contact directe. L’évaluation technique de I’activité antibactérienne des
HE est I’aromatogramme, semblable a I’antibiogramme qui permet de tester les antibiotique ap-
pelée « méthode des disques ». La suspension microbienne est d’abord inoculée et ensemencée
en surface sur milieu gélosé en boite de Pétri. Un disque de papier-filtre de 6mm de diametre
imbibé d’HE diluée dans le solvant est juste apres plaqué sur la surface de la gélose ensemencee
et les boites de Pétri sont alors incubées dans les conditions optimales de température et de temps
du micro-organisme considéré. Pendant I’incubation, les germes se développent sous forme de
colonie visible a I’ceil nu. L obtention d’un halo clair autour du disque indique I’inhibition du
développement microbien. Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en millimetres, in-
cluant le diamétre du disque. Deux témoins sont realisés dans les mémes conditions opératoires :
un témoin négatif avec le solvant ayant servi & la solubilisation des HE, et un disque

d’antibiotique comme témoin positif.

2.2. Méthode sur milieux liquides
Il s’agit de la méthode en bouillon de culture dans une série de tubes a essais, appelée « méthode

de dilutions » dont le but est de déterminer la concentration la plus faible de I’antimicrobien qui




inhibe la croissance de la bactérie testée (la concentration minimale inhibitrice : CMI). Cette
technique est appliquée aux micro-organismes considérés ayant présenté une sensibilité aux HE

par la méthode précédente.

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension microbienne est testée a
des concentrations variables de I’agent antimicrobien dans un milieu de culture liquide. Une di-
lution en cascade de I’agent inhibiteur est effectuée directement dans le bouillon qui servira a la
culture. La gamme de tubes est ensuite inoculée par le micro-organisme test puis incubée.

Pour les tests standards, nous considérons qu’une huile essentielle, fraction ou molécule est ac-

tive pour une souche donnée pour une CMI inférieure a 1000 pg/mL [213].

Les activités antimicrobiennes et antifongiques des plantes étudiées dans ce travail de thése ont
été réalisées dans le cadre d’une collaboration avec nos collégues microbiologistes du laboratoire
CRIOBE de Perpignan (France), et I’équipe du Laboratoire de microbiologie appliquée a
I’agroalimentaire, au biomédical et & I’environnement, LAMAABE de I’université de Tlemcen.
Les résultats obtenus sont trés prometteur pour la plupart des espéces étudiées, le tableau 10 re-
groupe I’ensemble des huiles essentielles ayant le potentiel antimicrobien le plus fort en compa-
raison avec le ttmoin Gentamicine (Figure 23).

Les diametres d’inhibitions (DI) ainsi que les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont

présentés dans les tableaux 10 et 11 respectivement.

Figure 23 : Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide
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Tableau 10: Méthode par les disques (zones d’inhibitions en mm)

MRO; MRO; MRO, MPI; MPl, MPU; MPU, Gent

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8 6 6 6 6 6 6 10
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 8 8 8 10 8 6 8 20
Bacillus subtilis ATCC 6633 8 6 8 9 10 11 6 19
Escherichia coli ATCC 25922 8 28 28 30 18 9 11 21
Listeria monocytogenes ATCC 19115 13 14 12 17 12 12 26 20
Enterococcus faecalis ATCC 29212 20 11 10 8 12 20 8 20
Staphylococcus aureus ATCC 25923 24 30 30 30 30 18 30 21
Bacillus cereus ATCC 11778 10 9 18 6 9 11 9 18
MSP,; MSP, TH1 TH2 TH3 CD CC Gent
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6 6 8 6 6 6 6 10
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 6 8 14 12 6 6 6 20
Bacillus subtilis ATCC 6633 9 8 11 11 10 6 6 19
Escherichia coli ATCC 25922 9 12 32 28 9 6 6 21
Listeria monocytogenes ATCC 19115 12 20 30 22 18 10 11 20
Enterococcus faecalis ATCC 29212 13 13 11 38 11 14 15 20
Staphylococcus aureus ATCC 25923 28 30 30 30 30 18 30 21
Bacillus cereus ATCC 11778 9 25 18 21 6 6 6 18

MR : Mentha rotundifolia ; MPI : Mentha piperita ; MPU : Mentha pulegium ; MS : Mentha spicata ; TH1 : Thymus ciliatus ssp
eu-ciliatus ; TH2 : Thymus ciliatus ssp coloratus ; TH3 : Thymus ciliatus ssp munbyanus ; CC : Chrysanthemum coronarium var
coronarium ; CD : Chrysanthemum coronarium var discolor.

MRO; (piperitenone) ; MRO, (pulégone) : MRO; (menthone) ; MPI; (linalol) ; MPI, (linalol + linalylacétate) ; MPU; (menthone) ;
MPU, (pulégone) ; MSP; (carvone) MSP; (limonene) ; TH; (carvacrol) ; TH, (camphre) ; TH; (a-terpenyl acétate).

Tableau 11 : Méthode par les CMI : (Concentrations Minimales Inhibitrices des HE et de la
Gentamicine en mg/ml)

MRO,; MRO; MRO, MPI;, MPIl, MPU, MPU, Gent

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - - 0.004
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 - - - - - - - 0.004
Bacillus subtilis ATCC 6633 2 - 2 2 1 - 1 0.004
Escherichia coli ATCC 25922 2 0.0625 0.0625 0.0625 0.125 2 2 0.004
Listeria monocytogenes ATCC 19115 05 0.25 05 0125 05 0.0625 0.5 0.002
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0.125 2 2 - 0.5 - 0.125 0.004
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.125 30 0.0625 0.0625 0.0625 0.0625 0.125 0.002
Bacillus cereus ATCC 11778 2 - 0.125 - - - 2 0.004

MSP; MSP, TH1 TH2 TH3 CD CC Gent
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - - 0.004
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 - - 0.25 - - - - 0.004
Bacillus subtilis ATCC 6633 2 2 1 11 2 - - 0.004
Escherichia coli ATCC 25922 2 0.5 32 0.0625 2 - - 0.004
Listeria monocytogenes ATCC 19115 0.5 0.125 0.0625 0.125 0.125 2 11 0.002
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0.5 0.5 2 0.0625 2 0.25 0.25 0.004
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0.0625 0.0625 0.0625 0.0625 0.0625 0.125 0.0625 0.002
Bacillus cereus ATCC 11778 - 0.125 0.125 0.125 - - - 0.004
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MR : Mentha rotundifolia ; MPI : Mentha piperita ; MPU : Mentha pulegium ; MS : Mentha spicata ; TH1 : Thymus ciliatus ssp
eu-ciliatus ; TH2 : Thymus ciliatus ssp coloratus ; TH3 : Thymus ciliatus ssp munbyanus ; CC : Chrysanthemum coronarium var
coronarium ; CD : Chrysanthemum coronarium var discolor.

MRO; (piperitenone) ; MRO, (pulégone) : MRO; (menthone) ; MPI; (linalol) ; MPI, (linalol + linalylacétate) ; MPU; (menthone) ;
MPU, (pulégone) ; MSP; (carvone) MSP; (limonene) ; TH, (carvacrol) ; TH, (camphre) ; TH; (a-terpenyl acétate).

Les huiles essentielles des menthes et des thyms ont présenté des activités microbicides impor-
tantes contre les bactéries du genre Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes
ATCC 19115, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Ba-
cillus cereus ATCC 11778, avec des diametres d’inhibitions allant de 14 jusqu’a 30 mm contrai-
rement aux bactéries du genre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Bacillus subtilis ATCC
6633, qui ont montré une résistance envers toutes les huiles testées. Les deux variétés de
I’espéce chrysanthemum coronarium ont présenté une activité faible vis-a-vis a toutes les bacté-
ries testées.

Les CMI enregistrées ont été tres remarquables pour les especes de menthes et de thyms en les
comparants avec le ttmoin la Gentamicine (0.004 mg/ml), ou certaines bactéries ont été inhibées

a partir de la concentration de 0.0625mg/ml.

En comparant les résultats des activités des quatre especes de menthes, on remarque que les trois
especes qui ont montré le plus grand pouvoir inhibiteur sont : MRO3, MPI2 et MSP2, ceci est di
a leurs profiles chimiques riches respectivement en : Menthone, Linalol, et Limonéne.
En ce qui concerne les trois especes de Thymus ciliatus étudiées, le meilleur pouvoir bactéricide
est attribué a I’espéce qui a comme composé majoritaire le camphre (Thymus ciliatus ssp colora-
tus), I’huile essentielle de cette derniére a eu le pouvoir d’inhiber la croissance de six bactéries
avec des DI largement supérieur a ceux de la Gentamicine.
En plus des tests réalisés sur les bactéries citées ci-haut, I’huile essentielle de I’espéce M.
inodora (Thymus inodorus), a été testée sur deux autres bactéries de types Gram positif
(Staphylococcus aureus ATCC 33862 et Staphylococcus aureus ATCC 29213) et deux
bactéries Gram négatif (Salmonella enteritidis ATCC 2453 et Pseudomonas fluorescens ATCC
13525), ainsi que deux levures (Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans IP 444).
Les résultats ont montré que I'huile essentielle de M. inodora (Desf.) Benth., a une activité inté-
ressante contre les souches Gram-positives telles que Staphylococcus aureus ATCC 25923,
ATCC 33862 et ATCC 29213, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 et
En-terococcus faecalis ATCC 29212, ou nous avons enregistré les plus grands diametres
d'inhibition allant de 14 a 23 mm et les plus faibles CMI observées allant de 0,06 mg / mL a

0,5 mg / Ml. Cependant, pour les levures, I'huile essentielle de M. inodora a montré une




activité modérée contre Candida albicans ATCC 10231 et IPP444 avec un diamétre d'inhibition
allant de 11 & 13 mm et une CMI qui est égale a 1mg/ml [A1].

L’interpretation des résultats obtenus a eu recours a la littérature ou il a été rapporté que le pou-
voir antibactérien le plus élevé est attribué aux huiles essentielles contenant des molécules phé-
noliques tel que : thymol, carvacrol, eugénol... Cependant, d’autres familles de molécules pré-
sentent aussi des proprietés antibactériennes intéressantes tel que: les alcools, les aldéhydes et les
cétones monoterpéniques (ex: géraniol, menthol, terpinéol, myrcénol, citronellal, thujone,
camphre, carvone, linalol, etc.), des phénylpropanes (ex: cinnamaldéhyde), et des monoterpenes
(ex: y-terpinéne, p-cymeéne) [214].

Cette activité antibactérienne peut aussi étre expliquée par I’effet synergique que peut exercer
d’autres composés présents dans I’huile essentielle et méme si leurs pourcentages sont minori-
taires, car I’action du composé testé (huile essentielle dans notre cas) se fait par une pénétration
de I’ensemble de ces composeés de la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique des bactéries
en raison de leur caractére lipophile, ce qui engendre une difficulté dans la caractérisation du
composé responsable de I’activité antibactérienne de I’HE [215]. Ces composés vont ainsi per-
turber la structure des différentes couches phospholipides, de polysaccharides et d’acides gras
[215], [216]. Chez les bactéries, la perte de perméabilité des membranes est associée a une perte
d'ions, a la réduction du potentiel de membrane, a I’effondrement de la pompe a protons ainsi
qu’a l'appauvrissement des réserves d’ATP [215], ce qui provoque la destruction de la bactérie et

offre un caractere bactéricide a I’huile essentielle testée.

3. Activité antifongique
Une combinaison parfaite d’un mélange de molécules complexes dotées de propriétés antifon-
giques et antiseptiques redoutables, les huiles essentielles ont constitué depuis les temps les plus
anciens des armes tres efficaces contre les levures de tout genre. Les huiles essentielles antifon-
giques luttent contre les infections causées par les champignons (mycoses et autres infections
dites fongiques), il existe différents types de champignons dites pathogénes, nous avons ciblé
dans ce travail de thése deux genres d’entre eux :
= Les champignons nosocomials du type Candida albicans (les résultats sont présentés
dans I’article [Al]).
= Les champignons phytopathogéne du genre Alternaria alternata, Cladosporium herba-
rum et Aspergillus niger.
= La deuxieme catégorie concerne les champignons phytopathogene spécialement ceux qui
attaquent les arbres fruitiers tel que les Moniliose, ainsi que deux autres champignons
(Botrytis cinerea et Penicillium digitatum) répondus pour étre responsables de la pourri-

ture des fruits.




La moniliose est le nom générique de diverses maladies fongiques des arbres fruitiers provo-
quées par diverses especes de champignon du genre Monilinia, dont Monilinia fructigena qui
s'attaque principalement aux fruits a pépins et Monilinia laxa aux fruits a noyaux.

Lorsque les conditions climatiques ou environnementales sont favorables, les monilioses peuvent
occasionner une perte importante, ou les dégats touchent tant les arbres et les fruits dans les ver-
gers, que les fruits en phase de transport et de conservation, causant des pertes économiques Si-
gnificatives en arboriculture fruitiere. De méme pour Penicillium digitatum qui est responsable
de la pourriture des agrumes et Botrytis cinerea responsable de la pourriture des fruits, ce dernier
est trés polyphage, il est capable de provoquer la pourriture grise sur plusieurs centaines
d’especes végétales, il peut étre a l'origine de dégats ponctuellement importants, tant en plein
champ que sous abris, en occasionnant des chancres sur les tiges, ainsi que des pertes associées
aux pourritures de tissus et notamment sur fruits des espéces économiquement importantes
comme la tomate, la fraise ou encore la vigne.

Plusieurs stratégies chimiques permettent de lutter contre I’invasion d’une plante par un champi-
gnon, ont éte appliquées en utilisant des produits de synthése a grande efficacité dans la défense
des cultures et la protection des récoltes, mais parallelement a leurs effets bénéfiques, ces pro-
duits ont engendré des effets néfastes, scientifiquement démontrés, sur la santé humaine et envi-
ronnementale [217], [218].

En effet la prise de conscience du colt environnemental de ces pratiques et les craintes des con-
sommateurs du danger que peuvent constituer les résidus de pesticides pour la santé humaine,
font naitre un intérét grandissant pour des alternatives de lutte pour la protection des cultures.

De sa part la communauté scientifique s’est donc vue obligée de rechercher de nouveaux pro-
duits, aussi efficaces que les produits de synthéese et avec un minimum d’effets sur I’homme et
I’environnement. La recherche s’est donc orientée vers les composés naturels issus des plantes
comme produits alternatifs. Dans ce méme contexte nous avons testé les HE des différentes es-
péces étudiées dans ce travail de these, en utilisant deux méthodes différentes : la fumigation et

la diffusion.

3.1. Méthode de diffusion

Cette technique a le méme principe que celle qu’on a utilisé dans la méthode de disque pour éva-
luer I’activité antimicrobienne ou I’HE est déposée sur un disque au milieu d’une boite Pétri et
de part et d’autre sont déposés deux champignons ce qui permet une diffusion de I’HE pour étre

en contact directe avec les champignons testes (Figure 24).




Figure 24 : Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles par la méthode de diffu-

sion

3.2. Méthode de fumigation

L activité antifongique des huiles essentielles des espéces de menthe, thym, et chrysantheme a
été évaluée par la méthode de fumigation en fonction de leur capacité a inhiber la croissance my-
célienne. Apres 7 jours de culture, six millimetres de diamétre de bouchons mycéliens de chaque
souche fongique ont été placés dans une boite de Pétri. Les huiles essentielles ont été introduites
sur un disque de cellulose de 6 mm placé sur le couvercle de la boite de Pétri. Un contrdle néga-
tif (disque de cellulose sans huile essentielle) a été réalisé de la méme maniére. Les boites de

Pétri étaient alors scellées avec du parafilm et incubées a 23 °C dans I'obscurité.

Figure 25 : Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles par la méthode de fumi-

gation

La croissance radiale myceélienne a été mesurée apres 3 a 7 jours d’incubation, et I'index antifon-
gique a été calculé avec la formule comme suit:

Indice antifongique(%o) =1- (Dex/Dc) x 100
Ou Dex est le diamétre de la zone de croissance dans la plaque expérimentale (mm).

Et Dc est le diamétre de la zone de croissance dans la plaque de controle (mm).
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Apres un essai préliminaire pour déterminer l'indice antifongique, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) a été déterminée pour les huiles essentielles les plus actives. Dans chaque trai-
tement, la CMI a été déterminée, avec deux répétitions pour les essais préliminaires et trois répé-
titions pour la détermination des CMI. Les résultats les plus pertinents sont présentés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 12 : Evaluation de I’activité antifongique sur quatre souches phytopathogénes par deux
méthodes différentes

HE MS MP MPU MR TH cC

Souches D F D F D F D F D F D F
Monilinia fructugina | 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 83 79
Monilinia laxa 100 100 100 | 1200 | 100 | 100 | 05 | 100 | 100 100 91 72
Penicillium digitatum | 64.8 45.3 69 71 69 71 87 32 37 25 47 46
Botrytis cinerea 100 100 87 60 | 100 | 100 | 100 | 100 84 69 30 28

MS : Mentha spicata ; MP : Mentha piperita ; MPU : Mentha pulegium ; TH : Thymus ciliatus ; CC :
chrysanthemum coronarium var coronarium ; D : méthode de diffusion ; F : méthode de fumigation
Volume HE: 5pl; C= (71x 10~ ul/ml air)

L activité antifongique réalisée par les deux méthodes (fumigation et diffusion) est révélée par
I’absence ou la présence de la croissance mycélienne des quatre souches phytopathogenes tes-
tées. Les résultats présentés dans le tableau ci-haut indiquent que pour une concentration de (71x
10% ul/ml air), toutes les huiles essentielles testées ont inhibé la croissance des deux champi-
gnons (Monilinia fructugina et Monilinia laxa), de méme, les huiles essentielles des menthes et
des thyms ont présenté une inhibition significative contre Botrytis cinerea, en revanche Penicil-
lium digitatum est la seule souche qui a montré une résistance envers nos HE [A2].

Figure 26 : Exemple d’inhibition des deux champignons B. cinerea et M. fructugina par I’HE de

M. spicata en comparaison avec le témoin
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Pour les deux concentrations utilisées (71 et 142 x103ul/ml air), nos HE ont présenté une
bonne capacité inhibitrice de la croissance mycélienne, cela nous a incité a déterminer la CMI de
chacune de ces HE [A2].

La méthode de contact direct (diffusion) nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifon-
gique de nos HE, néanmoins les résultats qui nous ont le plus captivé étaient ceux trouvés par la
méthode de fumigation, cette méthode a présenté des résultats trés prometteur vis-a-vis de
I’utilisation des HE comme des produits de traitement phytosanitaire contre les organismes
nui-sible aux arbres fruitiers [A2].

D’une autre part I’'HE de M. piperita a montré des résultats modérés contre les souches du genre
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum et Aspergillus niger, avec des

pourcentages d’inhibitions de I’ordre de 100%, 23% et 14% respectivement [A4].

4. Activité insecticide et larvicide

Depuis toujours les cultures sont attaquées ou concurrencées par divers parasites et ravageurs,
insectes, champignons, bacteéries, virus et adventices (appelées plus communément « mauvaises
herbes »). Les solutions de protection des plantes, qu’elles soient d’origine naturelle ou issues de
la chimie de synthese, sont indispensables pour sécuriser les rendements et la qualité des produc-
tions. En revanche I’importance des désordres écologiques observés au cours des derniéres an-
nées suite a I’utilisation abusive des produits phytosanitaires organiques de synthése, a mis en
évidence I’intérét d’une réflexion sur des approches alternatives ou complémentaires, pour le
développement durable de I’agriculture, et cela afin de contribuer a relever I’un des défis majeurs
de notre siecle : offrir une alimentation saine et accessible pour tous.

Pour se faire, les agriculteurs ont eu recours aux agents phytosanitaires qui ont été utilises depuis
les temps les plus anciens et se retrouvent parmi les differentes civilisations qui en faisaient
usages pour leurs propriétés médicinales et de conservations, cette pratique empirique s’est per-
pétuée a travers les ages.

De nos jours, ces produits sont classés en trois grandes catégories selon leur origine (micro-
bienne, végétale ou animale) et présentent de nombreux avantages. lls peuvent étre aussi bien
utilisés en agriculture conventionnelle qu’en agriculture biologique, certains permettent aux
plantes de résister a des stress abiotiques et d’une maniere générale, ils sont moins toxiques que
leurs homologues chimiques.

Dans ce travail de thése nous nous sommes interessés plus particulierement a ce qu’on appel, les
bio-insecticides qui peuvent se définir au sens large comme des pesticides d’origine biologique,
c’est-a-dire, organismes vivants ou substances d’origine naturelle synthétisée par ces derniers, et

plus généralement, tout produit de protection des plantes qui n’est pas issu de la synthése chi-

-




mique [219]. Sous ce vocable, les bio-pesticides comprennent les agents de contréle des insectes
(auxiliaires) comme les arthropodes entomophages...etc., ayant la particularité de supprimer ou
limiter les ennemis des cultures.

A notre tour nous avons choisi de tester une matrice volatile (huile essentielle) connue pour étre
un ensemble de molécules chimiques utilisé par les plantes aromatiques pour éloigner les mala-
dies, et les parasites qui peuvent nuire a leur développement. Pour ce faire nous avons ciblé un
ravageur qui fait des dégats important au niveau de I’olivier : Bactrocera oleae sous ces deux
formes (larve et mouche). Cet insecte connu sous le nom « mouche de I’olive » est responsable
de degats substantiels dans le bassin méditerranéen et dans les zones du monde a climat meéditer-
ranéen ol cette culture a été introduite. Cette mouche ne parasite que les oliviers. A une tempéra-
ture moyenne de 25 °C, la larve éclot au bout de deux a trois jours. Cette larve est blanche dans
les olives jeunes (vertes) et acquiert une teinte vineuse dans les olives mdres (noires). Elle creuse
une galerie dans la pulpe de I'olive en restant a I'intérieur. L'olive attaquée vire au noir et peut
tomber au sol [220] . A I'état adulte, les mouches mesurent 4 & 5 mm de long, elle perce la peau
des olives pour déposer son ceuf lorsque I'olive mesure 7 mm a 9 mm [221]. Le trou est peu vi-
sible a I'eeil nu mais la mouche dépose une marque odorante sur l'olive ou elle ne pond qu'un
ceuf. Elle peut ainsi piquer jusqu'a 400 olives. Plusieurs femelles peuvent piquer la méme olive
en cas de pullulation de I’insecte. Le cycle annuel peut recommencer des que les jeunes olives
peuvent nourrir une larve (Figure 27).

Les dégats engendres par la mouche de l'olive sont a la fois d'ordre quantitatif et qualitatif,
néanmoins des études antérieurs ont rapporté que la pupe et la mouche sont tres résistantes aux

produits insecticides et aux conditions climatiques [222] .
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Dans le contexte de proposer des alternatives de bio-insecticide pour une agriculture saine, nous
avons testé I’effet des HE des quatre especes de menthes étudiées contre Bactrocera oleae par la
méthode de fumigation, I’efficacité des huiles essentielles a varié selon I’espéce et selon la con-
centration utilisée [A4]. Les huiles essentielles de Mentha piperita riches en linalol et acétate de
linalyle, ont présenté les resultats les plus pertinents parmi les HE testées, sur les difféerents

stades responsables de lésion: La mouche adulte, stade L2 et stade L3 (Tableaux 12 et 13).

Tableau 12 : Taux de mortalité des mouches adultes sous I’effet de I’HE de M. piperita

Les concentrations individus morts/10

Tests R1 R2 R3
Témoin 0 0 0
15uL/mi 0 1 0
20pL /ml 4 5 4
25ul/ml 9 8 8
30pL /ml 9 9 9
35ul/ml 10 10 10

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus sont trés prometteurs car on a enregistré que
pour une concentration de 35ul/ml, le taux des individus morts été de 10 sur 10 mouches adultes
testées. Il est a noté qu’une dose de 0,2ul de I’HE pure a donne 100% de mortalité, (10 mouches
mortes sur 10) au bout des premiéres 5 minutes d’incubation. Ainsi, et afin de déterminer la con-
centration létale (CL50), nous avons fait une dilution de notre HE par le DMSO en choisissant
différentes doses. Les meilleurs résultats ont été enregistrés pour les deux espéces M. spicata et
M. piperita avec des CL50 de I’ordre de 0.22 et 0.27ul/L aire respectivement [A4].

Concernant I’activité larvicide, encore une fois le meilleur résultat est attribué a M. piperita ou le
taux de mortalité des larves a atteint les 5 individus sur 10 pour les larves en stade L2 et 6 indi-

vidus mort pour les larves stade L3 (Tableau 13).




Tableau 13 : Résultats des tests de I’HE de M. piperita sur les larves stade L2 et L3

Individus morts /10
Concentrations pl/ml Larve stade L2 Larve stade L3
Témoin 0 0
30 4 4
50 4 4
100 4 4
150 S) 6

5. Activité antifongique des hydrolats :

Compte tenu des dégats que peuvent causer les ravageurs de fruits tel que les champignons du
genre Penicillium, les agriculteurs utilisent différents produits pour s'en débarrasser, allant des
pesticides chimiques jusqu’a I’utilisation des conservateurs post-récolte pour éviter toute perte
qui peut étre engendrée par les champignons lors du stockage, néanmoins ces produits utilisés
pour la conservation des fruits sont jugés de plus en plus néfaste pour la santé de I’homme. Dans
le but de présenter des alternatives efficaces, naturelles, et surtout saines pour I’humanite, nous
avons testé nos hydrolats sur quatre souches du genre Aspergillus Niger, Aspergillus Oryza,
Penicillium italicum et Penicillium Fusarium solani qui sont le plus souvent responsables de la
pourriture des oranges, ces souches ont été utilisées séparément, et sous forme d’un mélange de
ces quatre souches, le protocole expérimentale suivie été celui de Tian et al [223], avec de lé-
geres modifications, ce test repose sur deux principes (i) la protection des oranges inoculées (ii)
la prévention des oranges non-inoculées, pour chaque test 5 oranges saines, de méme taille et
méme apparence ont été sélectionnées, et partagées sur quatre groupes : un groupe de témoin
positive qui contient des oranges saines non inoculées, un groupe de témoins négatifs inoculé
avec le mélange de souches, le troisieme groupe s’agit des oranges non inoculées lavées a
I’hydrolat et le quatriéme groupe est celui des oranges inoculées et lavées a I’hydrolat. Le lavage
des oranges a été fait par une solution diluée d’éthanol (pour éliminer tous résidus présents sur
la peau d’orange), et aprés séchage, les oranges ont été blessées avec un clou stérilisé a la
flamme a une profondeur uniforme de 3 mm, par la suite les fruits ont été placés dans des boites
en plastique et conservés a une température ambiante de 25°C. On présente dans la figure ci-
dessous le résultats le plus pertinent qu’on a obtenue et qui a été enregistré par I’hydrolat de
I’espéce M.rotundifolia, ou on a observé que dans la température ambiante de 25°C aucune
incidence de la maladie n’a été remarquée apres 10 jours d’incubation, pour I’ensemble des
souches utilisées séparément alors que pour le mélange des souches injectées dans les oranges
traitées par I’hydrolat, la contamination a été remarquée mais elle est beaucoup moins

importante par rapport au témoin négatif (non traité). (Figure 28, 29).
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I1 est a noté qu’un témoin traité a ’hydrolat a été placé a une température basse (4°C) dans une
chambre froide est resté intacte sans aucune contamination pour une durée qui a dépassé les 3
mois. Cette révélation appréciable de I’activité antifongique de I’hydrolat contre les agents

pathogenes qui causent la pourriture des oranges, nous procure une opportunité prometteuse

vis-a-vis de I’utilisation de cette matrice comme conservateur naturel des aliments.

Figure 29: Oranges traitées par I’hydrolat et contaminées par le mélange des souches

maintenus pendant 15 jours a la température ambiante.
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ASPECT ECONOMIQUE
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1. Contexte général
Nous avons élaboré tout au long des parties précédentes, la démarche faite pour I’analyse et
I’identification d’une sélection d’huiles essentielles présentes dans notre region sur la base de
I’étude de leurs compositions chimiques et leurs activites biologiques.
Ce travail ne serait étre complet si aucune indication ne sera donnée sur I’importance ou I’utilité
que peut apporter le développement de certaines de ces espéces a I’échelle industrielles pour

créer de la plus-value socio-eéconomique.

Notre recherche bibliographique nous a permis de constater la quantité des travaux réalisés sur
les huiles essentielles en Algérie. Ainsi une simple recherche bibliographique dans les cing plate-
formes les plus importantes dans le domaine scientifique (ScienceDirect, Springer, Taylor and
Francis, Wiley et ACS), représentant entre eux quelques 70% de la production scientifique dans
le monde, nous a permis de trouver 19568 publications scientifiques traitant des huiles essen-

tielles en Algérie, dont 13952 parues seulement dans les 15 derniéres années !

Les statistiqgues du marché mondial des huiles essentielles, données chaque année par I’'lFEAT
(International Federation Of Essential Oils and Aroma Trades) et I’ITC (International Trade
Centre), rapportent que durant I’année 2016, le marché mondial (Import/Export) a dépassé les
9,3 milliards de $ en huiles essentielles brutes, et plus de 232 milliards de $ en huiles
essentielles de premiére transformation, avec une croissance de plus de 14,7% en 2016. L’ITC
la méme décrété comme le marché qui a la plus grande croissance mondiale, surtout le marché

des huiles essentielles BIO qui a atteint une croissance de plus de 24% en 2016.

Pour ce qui est de I’Algérie, les statistiques de la Direction Générale des Douanes : Centre Na-
tional de I’Informatique et des Statistiques (CNIS), ainsi que ceux de la Directions Générale des
Forets (DGF) et I’International Trade Centre (ITC) de 2016 révele que I’Algérie a importé pour
21 millions de $ en huile essentielle brute et 360 millions de $ en huile essentielle de premiére
transformation.

Au méme titre, I’ Algerie a exporté en 2016 pour 1000 $ d’huile essentielle brute et 1,56 millions
de $ en huile essentielle de premiere transformation.

Ces chiffres enregistrés dans I’export ne refléte ni le potentiel dont recele notre pays, ni la quan-
tité importante des travaux scientifiques réalisés dans ce domaine. Néanmoins une question im-
portante se doit d’étre posée par les scientifiques dans ce domaine : Comment la recherche scien-
tifique peut s’adapter a la réalité du marché et de I’économie algérienne et la demande des

industriels dans le domaine des huiles essentielles ?




C’est a cette question qu’on a essayé de répondre dans cette thése, et la réponse était : la re-
cherche utile.

Ainsi I’objectif n’est plus de faire une recherche fondamentale ou une recherche appliquée, mais
plutdt faire une recherche qui permet de resoudre une problématique pour le secteur socio-
économique. C’est d’ailleurs dans cette thématique que le Ministére de I’enseignement Supérieur
et de la Recherche Scientifique vient de mettre en place les projets de recherche dans le cadre des

laboratoires universitaires de recherches.

La problématique dans le cas des huiles essentielles c’est que la recherche actuelle n’est pas
adaptée a la réalité du marché algérien, ou I’objectif n’est plus seulement de trouver de nouvelles
molécules dans les huiles, ou identifier de nouvelles compositions, mais surtout, voir I’urgence,
serait de comment aider les industriels a rechercher les meilleures huiles essentielles qui seront
facilement vendu dans le marché mondial.

Pour y répondre, le volet économique de mon travail de thése rentre dans I’objectif de répertorier
et classer les meilleures compositions chimiques des différentes especes ciblées, sur la base de
I’étude de leur variabilité chimique, afin d’identifier celles présentant des compositions intéres-
sant I’industrie et le marché mondial des huiles essentielles et donc pouvant faire I’objet de déve-
loppement a I’échelle industrielle en Algérie.

L’intérét de cette approche est de déceler toutes spécificités pouvant étre liée a notre région et
ainsi donnant une originalité a ces huiles et une importance dans leur commercialisation a

I’échelle industrielle.

2. Approche Intérét Economique / Recherche Scientifique

Avec le regain d’intérét croissant qu’ont connu les produits naturels auprés des consommateurs,
au cours des derniéres anneées, le marché mondial des huiles essentielles marque une tres forte
hausse de sa valorisation. La demande croissante d'arémes et de parfums provenant de diverses
applications, y compris les soins personnels, les soins a domicile, les aliments et les boissons,
I'aromathérapie, etc., a suscité la demande d'huiles essentielles comme ingrédients clés dans les
parfums et les saveurs. On s'attend a ce que de nombreuses autres propriétés avantageuses du
produit telles que antiseptique, aphrodisiaque, anti-inflammatoire, antidépresseur, antispasmo-
dique, diurétique et tonique stimulent la demande d'huile essentielle dans des applications indus-
trielles, médicinales et domestiques.

Le marché devrait continuer a enregistrer une croissance élevée au cours des prochaines années,
grace a I'expansion de la base d'applications de I'huile essentielle, de I'industrie des cosmétiques
et des aliments et boissons aux secteurs de lI'aromathérapie et des produits pharmaceutiques. Se-

lon un nouveau rapport de Grand View Research, Inc., la demande mondiale du marche des

.



huiles essentielles brutes était de 178,8 kilotonnes en 2015 et devrait dépasser les 370 kilotonnes
d'ici 2024. Selon le méme rapport, les huiles essentielles de lI'orange, la menthe, l'eucalyptus, la
citronnelle, la menthe poivrée, le citron, les thyms, la menthe verte, la lavande, le romarin et le
géranium constituent le segment clé du marché des huiles essentielles. L'huile de menthe est I'un

des produits a la croissance la plus rapide.

A I’égard de son classement comme un secteur porteur de croissance économique, et malgré les
fortes potentialités que possede notre pays, la filiere des huiles essentielles occupe une place trés
marginale en Algérie. En effet, si on prend en considération les importations croissantes d’huiles
essentielles et d’extraits de plantes, nous trouvons treés important d’engager cette filiére dans la
voie d’un développement durable qui veut concilier progrés économique, et cela en créant une
relation directe entre les différents domaines de la recherche scientifique et le monde industriel.
A cet effet, une approche a été développée dans ce travail de thése, afin de mesurer le potentiel et
la plus-value économique de quelques huiles essentielles jamais décrites dans la littérature, et
d’autres décrites.

2.1. Huiles Essentielles jamais décrites dans la littérature

2.1.1. Cas de Thymus inodorus

L’Huile essentielle de Thymus inodorus (Micromeria inodora) n’a jamais fait I’objet d’étude,
ainsi c’est le premier rapport de la composition chimique de cette huile. Suite a notre étude il
s’avere que I’huile est caractérisée par I’hydrate de trans-sesquisabinéne comme compose majo-
ritaire, ainsi que I’acétate d’a-terpényle. En vue de la littérature, c’est le premier report d’une
huile essentielle avec un composé majoritaire qui est I’hydrate de trans-sesquisabinéne [Al].

2.1.2. Cas d’Inula montana

Cette espece est endémique a notre pays et n’a jamais fait I’objet d’étude que ce soit en Algérie
ou dans le monde, la composition chimique de son HE a été caractérisée par I’a-cadinol comme
composé majoritaire.

Le choix de cette espece est porté par le fait que les huiles essentielles des especes du genre Inu-
la sont trés recherchés dans I’industrie pharmaceutique, vu leur richesse en nouveaux sesquiter-
pénes oxygénés. C’est d’ailleurs le cas d’Inula viscosa, qu’on a aussi étudié dans cette these et
qui est trés utilisée en industrie pharmaceutique.

La difficulté du genre Inula c’est qu’il présente des huiles essentielles trés complexes en terme
de composition chimique, avec souvent des huiles essentielles visqueuse.

L article sur I’étude comparative entre les deux espéces d’Inula est en cours de rédaction.

-



2.2. Huiles essentielles jamais décrites en Algérie
2.2.1. Cas de Thymus ciliatus ssp manbyanus
Cette espece endémique de I’ouest algérien a présenté une composition chimique originale avec

la présence de I’acétate d’a-terpényle comme composé majoritaire [A3].

2.2.2. Cas d’Asteriscus maritimus et d’Asteriscus spinosus

Les deux Asteriscus choisis dans cette these n’ont jamais fait I’objet d’étude en Algérie. Au
méme titre que les Inules, les Asteriscus sont aussi des espéces qui intéressent beaucoup
I’industrie pharmaceutique. Le choix de ces deux especes était fait pour une étude comparative
entre les compositions décrites dans la littérature et celles qu’on vient de décrire pour la
premiere fois en Algérie [A5]. Ainsi I’étude de la composition chimique des HE des genres
Asteriscus et Inula, nous a permis d’identifier des familles de composés connue pour étre des
marqueurs d’HE tel que, les silphiperfol et les Shyobunones. En effet, cette diversité de
résultats montre que les HE deviennent donc une source inépuisable de matieres premieres

naturelles de qualité destinée a plusieurs industries (parfum, cosmétique, pharmaceutique...etc.).

2.3. Huiles essentielles décrites en Algérie et dans le monde

Les especes sélectionnées dans cette partie étaient toutes décrites dans la littérature, en Algérie et
dans le monde, mais c’était surtout des especes trés demandées dans I’industrie, au méme titre,
la littérature donnait des compositions chimiques parfois trés différentes. C’est dans cette
optique que nous avons sélectionné des especes de menthes, de thyms et de chrysanthémes.

Il est & noter que les Asteriscus et les Inules étaient considérées comme des sous-branches de
la grande famille des Chrysanthémes, dont les botanistes ne cessent de modifier et de

décomposer en nouveaux genres, ces dernieres annees.

L’objectif dans I’étude des menthes, des thyms et des chrysanthémes était de récupérer le maxi-
mum d’échantillons possible, afin de sélectionner les espéces ayant des compositions
chimiques pouvant intéresser I’industrie des HE. A partir de 13, nous avons récupéré 392
échantillons. Nous avons par la suite procedé a I’hydrodistillation de tous ces échantillons par
un montage type Cle-venger, ce qui nous a permis de récupérer leurs huiles essentielles.
L’identification des compositions chimiques par les différents types d’analyses (CC,
CPG, CPG/SM, RMN), nous a permis de déceler des différences qualitatives dans certaines des
huiles essentielles d’une méme espece, ou elles ont présenté des profils chimiques
complétement différents. Au méme titre, d’autres especes n’ont présenté que des différences

quantitatives dans I’abondance de leurs composés majoritaires.




Cette approche nous a permis de mettre en évidence la variabilité chimique au sein de chaque

espece, ainsi :

Mentha piperita a présenté deux profils chimiques qui se différencient quantitativement
dans les pourcentages de leurs composés majoritaires qui sont le linalol et I’acétate de li-
nalyle. A noter que la littérature ne donne que rarement ces deux composés comme des
majoritaires dans Mentha piperita.

Mentha pulegium a présenté trois profils chimiques qui se différencient quantitativement
dans les pourcentages de leurs composés majoritaires qui sont la pulégone, la menthone
et le néo-menthol : le groupe 1 était caractérisé par un pourcentage élevé en pulégone, le
groupe 2 était caractérisé par un pourcentage quasi-égal entre la pulégone et la menthone,
et le groupe trois était caractérisé par un pourcentage élevé de la mentone et du neo-
menthol (ce composé était tres faible dans les deux premiers groupes).

Mentha spicata a présenté deux profils chimiques qui se differencient quantitativement
dans les pourcentages de leurs composes majoritaires qui sont la carvone et le limonene.
Mentha rotundifulia est celle qui a présenté des différences qualitatives et quantitatives
des compositions, ainsi quatre profils se distinguent. C’est en accord avec ce que rapporte
la littérature qui indique la grande variabilité chimique trouvée dans cette espece, mais
c’est la premiére fois qu’on rapporte que dans une méme région, on peut trouver tous ces
chémotypes et qu’on peut aussi les différencier [A2].

Thymus inodorus (Micromeria inodora) a présenté deux profils chimiques qui se diffé-
rencient quantitativement dans les pourcentages de leurs composés majoritaires qui sont
I’hydrate de trans sesquisabinene et I’acétate d’a-terpényle.

Thymus ciliatus, présent avec trois sous-especes dont chacune d’entre elles a présente un
profil chimique différent : la ssp. eu-ciliatus était caractérisée par le carvacrol, la ssp. co-
loratus était caractérisée par le camphre et le myrcéne et la ssp. munbyanus par I’acétate
d’a-terpényle.

Chysanthemun coronarium est présente dans notre pays avec deux variétés (coronarium
et discolor). Les deux variétés ont présenté deux profils chimiques qui se différencient
quantitativement dans les pourcentages de leurs composés majoritaires qui sont le myr-
cene et le camphre. Il est a noté que la variété discolor n’a jamais fait I’objet d’étude ni

dans notre pays ni dans le monde.

Une fois toutes ces compositions chimiques identifiées, et dans le cadre du projet structurant

porté par I’Université de Tlemcen, par I’intermédiaire du Bureau de Liaison Entreprises Univer-

sité (BLEU) et le Consortium PPAM&HE Algeria (Groupement des producteurs et transforma-




teurs des huiles essentielles en Algérie), nous avons communiqué ces résultats aux responsables

du Consortium qui les ont a leur tour communiqué a des professionnels et des sociétés de négo-

ciation dans le commerce des huiles essentielles afin de nous indiquer celles qui intéresseraient

le marché mondial et nous aider a orienter les agriculteurs dans le choix des espéces a cultiver.

Sur I’ensemble des compositions décrites, quatre ont présenté un intérét (deux espéces apparte-

nant au genre Mentha, et deux au genre Thymus).

Mentha piperita : le groupe caractérisé par la présence de I’acétate de linalyle comme
composé majoritaire intéresserait I’industrie des parfums de luxe ainsi que celle des
cosmétiques.

Mentha rotundifolia: le chémotype riche en oxyde de pipériténone intéresserait
I’industrie pharmaceutique qui utilise cette molécule comme un précurseur de synthese
d’hétérocycles de quelques principes actifs. Au méme titre cette molécule présente des
propriétés olfactives intéressantes [223].

Thymus ciliatus ssp munbyanus : cette espéce endémique a I’ouest de I’ Algérie, a présen-
té un profil chimique trés original avec la présence de I’acétate d’a-terpényle comme
composé majoritaire, cet ester caractérisé par une odeur trés agréable rentre dans la com-
position chimique de plusieurs marques de parfum de luxe, il est trés recherche par
I”industrie des cosmétiques et parfums.

Thymus inodorus (microméria inodora) : étudiée pour la premiere fois, I’huile essentielle
de cette espéce a été caractérisée par la domination des sesquiterpénes oxygénés, avec la
présence de I’hydrate de trans-sesquisabinéne a un pourcentage élevé. Il est a noter que la
présence d’un hydrate & un pourcentage élevé procure de I’originalité a cette HE, car la
présence de ce genre de molécules est généralement minoritaire dans les volatils des

plantes.

Il est & noter que les professionnels ont aussi donné leur avis sur les autres espéces, en termes de

choix de la meilleure composition pour chaque espéce, ainsi :

Mentha spicata avec un pourcentage important en limonéne lui procuré une odeur citron-
née recherchée dans I’industrie ;

Mentha pulégium présentant un pourcentage faible en pulégone (le groupe trois caracté-
risé par les majoritaires menthone et néo-menthol) était le plus intéressant ;

Thymus ciliatus ssp coloratus a présentée une composition chimique tres original ou
c’est le premier report du camphre comme composé majoritaire dans le genre Thymus.
L’hydrolat de Chrysanthemum coronarium a présenté plus d’intérét que I’huile grace a
sa richesse en cis et trans chrysanthémyl alcool, qui est une molécule avec un cycle a

trois, recherchée comme un précurseur dans la synthese des molécules anticancéreuses.
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e Inula viscosa était intéressante mais les industriels I’évitent a cause de sa viscosité et la
difficulté a la produire en grandes quantites.

¢ Inula montana a présenté un profil nouveau dont il faut approfondir pour voir ou peut-on
I’utiliser.

e Les Asteriscus ne présentaient pas un intérét particulier.

La suite de cette démarche était de prendre contact avec la Conservation des Forets de la Wilaya
de Tlemcen par I’intermédiaire de son parc, le Parc National de Tlemcen (PNT), avec qui
I’Université de Tlemcen a une convention de partenariat, afin de solliciter le Parc pour récolter
quatre espéces qui ont intéressé les membres du Consortium PPAM&HE Algeria. Ces
especes sont : Thymus ciliatus ssp munbyanus, Mentha piperita, Mentha rotundifolia et Thymus
inodo-rus. Ces quatres especes seront par la suite plantées dans la pépiniere de Timsedart
(Pépiniére du Parc National de Tlemcen spécialisée dans la mise en culture des PPAM dans
la Wilaya de Tlemcen) afin d’optimiser leur mise en culture. Le but de cette approche était
de cultiver ces especes, a I’origine sauvage, et d’étudier leurs compositions chimiques apres
culture. Cette approche permet aussi de protéger et faire reproduire ces espéces comme Thymus
ciliatus ssp mun-byanus qui est considérée comme une espece trés rare, voir en voie de
disparition. Ainsi cela permettrait non seulement de la protéger, mais aussi de la rendre

pérenne par des compagnes de plantation organisées par le Par et la Conservation des Foréts.

Il est a signaler que le suivi de ce travail se fera dans le cadre d’une these de doctorat en Agro-
nomie, assurée conjointement par le département d’Agronomie de I’Université de Tlemcen et le
Parc National de Tlemcen afin d’étudier et d’optimiser tous les parameétres de mise en culture,
pouvant influencer la composition chimique des huiles essentielles. Notre contribution sera
d’étudier a chaque fois les compositions chimiques qui on résulte afin de les comparer avec
celles qu’on a déja trouveé. Ceci permet d’envisager des perspectives intéressantes pour la conti-
nuité de ce travail, aprés soutenance de ma thése de doctorat.

La finalité de cette démarche est de pouvoir disposer a la fin de plans présentant un intérét éco-
nomique pour les producteurs des huiles essentielles en Algeérie. La démarche serait que les
membres du Consortium PPAM&HE Algeria, disposerait de ces plans et les cultiveraient a
grande échelle pour en produire des huiles essentielles avec la certitude que ces huiles ont une

plus-value économique dans le marché mondial des huiles essentielles.

Enfin il est a noter qu’une premiere expérimentation de plantation des PPAM sur une superficie
de 20 hectares est en cours de réalisation dans la commune de Sebdou dans le cadre d’un projet

expérimental mis en place par I’Université de Tlemcen, en partenariat avec les membres du

.



Consortium PPAM&HE Algeria et la Conservation des Forets de la Wilaya de Tlemcen, dont la
quelle des tests de culture de plantes a parfums aromatiques et médicinales parmi lesquelles cer-
taines espéces étudiées dans mon travail de thése de doctorat seront mise en culture pour étre

distillées a I’université de Tlemcen.




CONCLUSIONS

La flore sauvage du bassin mediterranéen dont fait partie I'Algérie, est tres riche par le nombre et
la variété de ses espéces naturelles endémiques, offertes par son positionnement géographique
qui lui confere, une diversification florale trés originale. Néanmoins, ces espéces sont soumises a
des menaces a cause de la collecte anarchique des plantes aromatiques et médicinales spéciale-
ment celles présentant un intérét commercial.

Ce travail de these repose sur I’étude de la composition chimique des huiles essentielles de 14
especes et sous-especes de cing genres de plantes présentant un intérét éeconomique : Mentha,
Thymus, Chrysanthemum, Asteriscus, et Inula. Ce travail de recherche repose sur plusieurs ob-
jectifs :

e Aspect scientifique : Le but était d’étudier la variabilité chimique des huiles dont les
compositions chimiques (i) ne sont jamais reportees dans la littérature, et pouvant intéres-
ser les industriels par leurs profils chimiques originaux, c’était le cas des especes
comme : Thymus inodorus, Thymus ciliatus ssp munbyanus et Inula montana. (ii) étaient
déja dé-crites mais présentant des compositions chimiques trés recherchées par les
industriels. L’objectif ici était de trouver une quelconque originalité liée a notre région,
c’était le cas des espéces comme Mentha piperita ou I’hydrolat de Chysanthemum
coronarium.

e Aspect appliqué : i) de mettre en avant les activites biologiques de ces huiles pour mieux
les valoriser. C’était le cas des activités liées au bio-control qui ont donné des résultats
tres prometteurs pour la protection des arbres fruitiers, ii) de trouver des applications di-
rectes de nos huiles dans des domaines qui intéresseraient les industriels comme la par-

fumerie, les cosmétiques ou le domaine pharmaceutique.

e Aspect de développement : de mettre en place une méthodologie de travail basee sur une
approche scientifique d’étude de la variabilité chimique pour I’identification et la sélec-
tion des meilleurs chémotype, en partenariat avec les industriels, donnant ainsi la possibi-
lité d’aider ces industriels a relancer la filiere des PPAM et des Huiles Essentielles en Al-
gérie.

L’etude des profils chimiques des différentes fractions volatiles, nous a permis la mise en ceuvre
des différentes techniques d’analyses des mélanges complexes: CC, CPG, CPG/SM, RMN, afin
d’identifier un nombre important d’échantillons (483 échantillons au total). L’interprétation de

ces résultats nous a permis de sélectionner des composés décrits pour la premiere fois comme




majoritaires dans les especes étudiées, c’est le cas de l'ydrate de trans-sesquisabinene dans

I’huile essentielles de T. inodorus et I’acétate d’a-terpényle et le camphre dans T. ciliatus.

Parallelement, nous signalons les différences trouvées dans les compositions chimiques des es-
péces des menthes et des chrysanthémes comparées a celles décrites dans la littérature, ces résul-
tats montrent que méme face a des huiles essentielles désignées par le méme nom botanique, la
méme origine géographique, ayant la méme origine histologique, et le méme chémotype annon-
cé, et extraites selon le méme procédé, on peut se trouver en présence de produits tres différents,
une différence qui peut parfois s’avérer bénéfique, car avantagerait la commercialisation de nos

HE, ayant un caractére meilleur par rapport a celles trouvées sur le marché.

L’autre fraction volatile qui a fait I’objet de notre étude était I’hydrolat, les résultats qu’a présen-
tée cette fraction étaient trés intéressants, tant au niveau de leurs compositions chimiques qu’a
leurs activités antioxydantes qui étaient parfois méme plus intéressantes que celles du témoin
pour certaines especes comme (M. rotundifolia et M. piperita). Cette fraction a présenté aussi des
activités trés prometteuses au niveau de son utilisation comme agent protecteur des fruits

contre les champignons phytopathogenes.

Au niveau des activités biologiques, les huiles essentielles des différentes especes ont été testées
sur des microorganismes impliqués dans les infections nosocomials, et sur des champignons phy-
topathogeénes affectant les champs agricoles, et les arbres fruitiers. Des résultats trés prometteurs
ont caractérisé les HE essentielles des espéces de I’ouest algérien, et qui peuvent trouver la voie
a leur utilisation comme des produits phytosanitaires, pour la lutte contre les agents nuisibles

aux cultures agricoles.

Enfin I’approche méthodologique mise en place pour sélectionner, sur la base de I’étude de la
variabilité chimique, des chémotypes qui intéresseraient les industriels dans le domaine des
huiles essentielles s’est avérée fructueuse, ou certains de nos échantillons ont présenté un intérét
particulier pour les professionnels du domaine pour de réelles utilisations dans des domaines
comme l'agroalimentaire, la parfumerie, les cosmétiques et les produits pharmaceutiques.
Cela ouvre la voie a la possibilité de multiplier ce type d’approche dans d’autres sujets de
theses et d’autres universités pour I’études et la sélection d’espéces intéressantes un peu partout

sur le territoire national.
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Chemical Variability and Biological Activities of Essential Oils of
Micromeria inodora (Desr.) BEnTH. from Algeria

Fatima Zahra Benomari,®® Nassim Djabou,® Ali Medbouhi,*® Abdelmounaim Khadir,
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The chemical composition of the essential oils isolated from the aerial parts of Micromeria inodora (DesF.) BENTH.
collected in 24 Algerian localities was investigated from the first time using GC-FID, GC/MS and '>C-NMR. Altogether,
83 components which accounted for 94.7% of the total oil composition were identified. The main compounds were
trans-sesquisabinene hydrate (1; 20.9%), o-terpinyl acetate (2; 19.8%), globulol (3; 4.9%), caryophyllene oxide (4;
4.3%), p-bisabolol (5; 2.9%) and trans-7-epi-sesquisabinene hydrate (6; 2.6%). Comparison with the literature
highlighted the originality of the Algerian M. inodora oil and indicated that 1 might be used as taxonomical marker.
The study of the chemical variability allowed the discrimination of two main clusters confirming that there is a
relation between the essential-oil compositions and the soil nature of the harvest locations. Biological activity of
M. inodora essential oil was assessed against fourteen species of microorganisms involved in nosocomial infections
using paper disc diffusion and dilution agar assays. The in vitro study demonstrated a good activity against Gram-
positive strains such as Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, and Enterococcus faecalis, and moderate
activity against Candida albicans. These results might be useful for the future commercial valorization of M. inodora
essential oil as a promising source of natural products with potential against various nosocomial community and
toxinic infections.

Keywords: Micromeria inodora (Desr.) BentH., Essential oils, Chemical variability, Environmental chemistry, Biological
activity.

Introduction

Micromeria BentH. genus as currently understood
belongs to the Lamiaceae family and contains about
70 species with a distribution range extending from
the Himalayan region to the Macaronesian Archipe-
lago (with Madeira, the Cape Verde and Canary
Islands) and from the Mediterranean to South Africa
and Madagascar." =3 On the basis of their morpho-
logical characteristics and phylogenetic relationships,
the species of the genus Micromeria are grouped in
the sections Cymularia, Eumicromeria and Pseu-
domelissa.™' Micromeria is considerate as one of the
four sub-genus and/or section of Satureja genus
(Micromeria, Acinos, Clinopodium and Calaminatha)

confirming the nomenclature proposed by botanical
data* =¥ From the remaining sections, Micromeria
section includes approximately 50 species of perennial
herbs and shrubs based especially in the Mediter-
ranean region.®

Micromeria inodora (Desr.) BentH. is odorless plant
which extends over rocks, limestone in the west-Medi-
terranean region especially localized in few area of lit-
toral of western Algeria and Balearic islands.® In
Algeria, eight species were reported™ and among
them M. inodora (Desr.) BentH. (Synonyms: Satureja
fontanesii Bria. = Micromeria barceloi WiLk. = Satureja
Barceloi (WiLik. Pau) = Thymus inodorus Desr.) is a sub-
shrub  with erect and much branched stems
10 — 50 cm, with 4 mm calyx glabrescent and pink
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corolla, large (10 — 12 mm) wide lower lip 6 — 7 mm.
In Algeria, this plant is known by the population
under the name ‘Tazira hmeur’.™

Micromeria species are generally consumed as her-
bal tea and for folk medicinal purposes in colds. They
are also used against heart disorders, headache,
wounds, and skin infections.” = ! As a result of recent
studies, it has been shown that the essential oil of
Micromeria species exhibits biological activity such as
antimicrobial, "% ~ 12! antibacterial,”"*"* and antioxi-
dant"

Many works deal with the chemical composition of
the aerial part essential oils of Micromeria genus. To
our knowledge the essential oils of Micromeria species
from North-Africa including Algeria, were never
described. In the course of our characterization of
Mediterranean aromatic plants, we reported from the
first time the chemical composition of M. inodora
essential oil using a combination of capillary GC(RI),
GC/MS and ">C-NMR. The chemical variability of the
essential oils of 24 specimens harvested in western
Algeria was examined using statistical analysis. A com-
parison with the literature data of Micromeria genus
was discussed. In addition, the biological activities of
the essential oil were assessed against fourteen spe-
cies of microorganisms involved in nosocomial infec-
tions using paper disc diffusion and dilution agar
methods.

Results and Discussion
Harvest Locations

Aerial parts of M. inodora (Desr.) BentH. were collected
from 24 locations (51 — S24) widespread in the littoral
of Tlemcen Department, Algeria. Sample locations
were distributed in two areas noted 1 and 2, as seen
in the Fig. 1. Both areas were characterized by brown
calcareous soils with 18.6 — 26.7 g/kg of organic car-
bon!™ however the vegetation in area 2 is more
existing in a climate vegetation (holm oak, Aleppo
pine) with a dense undergrowth.

Composition of Micromeria inodora Essential Oils

Preliminary analysis of 24 Algerian essential-oil sam-
ples showed that the GC chromatograms were qualita-
tively similar but differed by the abundances of their
major components. Therefore, in order to carry out a
detailed analysis, all M. inodora essential-oil samples
were pooled to produce a ‘Collective oil sample’. It
was then fractionated using column chromatography
(CC) and reanalyzed using GC, GC/MS, and ">C-NMR
for one of them. The quantification of the ‘Collective

Chem. Biodiversity 2016, 13, 1559 — 1572

oil’, expressed in normalized% abundances and the
maximum and minimum abundances, are listed in
Table 1. We checked that the compounds identified in
the CC fractions were in the individual oil samples
(Supplementary Material' ), by comparing their reten-
tion indices (Rl,, RI;) and their electronic impact-mass
spectra (EI-MS).

GC and GC/MS analysis of M. inodora ‘Collective
oil’ allowed the identification of 83 compounds
accounting for 94.7%. ‘Collective oil’ was dominated
by oxygenated compounds (78.1%) in which
sesquiterpenes (46.9%) were higher than monoterpe-
nes (30.4%). The main components were trans-sesqui-
sabinene hydrate (1, 617, 20.9%), o-terpinyl acetate
(2, 42, 19.8%), globulol (3, 66 4.9%), caryophyllene
oxide (4, 65 4.3%), f-bisabolol (5, 75 2.9%) and trans-
7-epi-sesquisabinene hydrate (6, 62 2.6%). Their struc-
tures were presented in Fig. 2. All compounds were
identified by comparing their EI-MS and retention
indices with references compiled in the in-house
library, except hexadecanoic acid identified from liter-
ature reference. In addition, the identification of trans-
sesquisabinene hydrate (1, 67), trans-7-epi-sesquisabi-
nene hydrate (6, 62), viridiflorol (68), ledol (70), a-acor-
enol (72) and p-bisabolol (5, 75) were ensured by the
comparison of their '*C-NMR chemical shifts acquired
in the polar CCraction, with those of refer-
ences!'® = ' (Supplementary Material® ).

Comparison with Literature Data

Many works deal with the chemical composition of
the essential oils of Micromeria genus. Table 2
regroups the literature data regarding essential oil
compositions of 32 species including the main com-
ponents and the origins of the samples. Species stud-
ied were most localized in Mediterranean basin:
Balkan (10 species), Turkey (10 species and sub-
species), Spain (six species), Lebanon (three species)
and Italy (one species). The two others were localized
in USA. Most of essential oils were characterized by
monoterpene compounds with p-menthane (pule-
gone, piperitone, piperitenone, piperitone oxide, lina-
lool, thymol, and limonene), pinane (verbenone, o-
pinene) and camphane (borneol) skeletons and a few

'The detailed essential-oil composition of the 24 M. in-
odora samples can be obtained as Supplementary Materi-
als.

2Italic numbers refer to the entries in Table 1.

3The ">C-NMR spectra of the CC-fraction and the chemi-
cal shifts values of the compounds can be obtained as
Supplementary Materials.
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No® Voucher codes  Localities” GPS Coordinates® Yields®  Alt.°
SIMI-0912KAl _ Rachgoun1  35°17°33°N; 1°28'45"0 042 43
S2MI-0912-KA2  Rechgoun2  35°17°24°N;1°28’3170 031 12
S3MI-0912-KA3  Rechgoun3  35°17°12"N;1°29°17°0 033 52
S4 MI-0912-KA4  Zouanif 1 35°16°457N; 1°30°14°0 024 118
S5MI-0912-KA5  Zouanif 2 35°16’187N; 1°28°46°0 021 59
S6 MI-0912-KA6  Zouanif 3 35°17°04°N; 1°29°26°0  0.16 55
—| STMI-0912KA7  Sigl 35°16°53"N; 1°27°43°0 034 7
$| S8MI-0912-KAS  Sig2 35°16°'117°N; 1°27°19°0 032 13
<| S9MI-0912-KA9  Oulhaca | 35°16°06"N; 1°30°12°0  0.15 162
S10 MI-0912-KA10  Oulhaga 2 35°15°03"N; 1°3027°0 032 309
S11MI-0912-KA11  Oulhaga 3 35°15°42°N; 19304470 021 145
S12MI-0912-KA12  Chehabna 1 35°15°19°N; 1°31°53°0  0.17 290
SI3MI-0912-KA13  Chehabna2  35°15°41°N; 1°33°00°0 025 172
S14 MI-0912-KA14  Ourdania 1 35°14°41°N; 1933°54°0 038 151
S15 MI-0912-KA15  Ourdania 2 35°14°287N; 1°34°23°0  0.18 45 ‘ ‘
. . |
SI6 MI-0912-KA16 ~ Ghazaouet I 35°06’15"N; 1°50°48"0  0.65 66 Micromeriainodora "1 l.
S17MI-0912-KA17 ~ Ghazaouet2  35°05°49"N; 1°50°02°0  0.66 103 A
SIS MI-0912-KA18  Sidi Youcha1 ~ 35°06’55"N; 1°46’37°0 071 52 ‘ :
| SI9MI-0912-KA19  Sidi Youcha2  35°06°03"N; 1°46°43°0  0.80 60
$| S20MI-0912-KA20  Sidi Youcha3  35°05°SI”N; 1°36°45°0  0.74 72
< | S$21 MI-0912-KA21  Laaricha 35°06'56"N; 1°47°26°0  0.55 178 »
$22 MI-0912-KA22  El Bor 1 35°06'36"N; 1°48°2170  0.51 270 | _20Km
23 MI-0912-KA23  Sidi Amar 35°06'28"N; 1°49°49"0  0.55 105 | —
S24 MI-0912-KA24 _El Bor 2 35°06°49"N; 1°49°18°0  0.60 215 )

2 Sample codes.” Harvest localities. ¢ Sample positioning. 4 Yields [%] (w/w).® Altitudes [m].

Figure 1. Geographical distribution of Micromeria inodora samples (S1 — 24) from western Algeria.

Micromeria essential-oil samples were characterized by
sesquiterpene compounds displaying caryophyllane
((E)-p-caryophyllene and its oxide), germacrane (ger-
macrene D) and aromadendrane skeletons (spathu-
lenol and globulol).

As the genus Micromeria is notorious for its taxo-
nomic complexity, the present bibliographic study
highlighted the chemical diversity in the essential oils
of Micromeria species (Table 2). Algerian M. inodora
essential oil could be drawn near to sesquiterpene-
rich species like M. juliana, M. croatica and M. parvi-
flora from Balkan region. However, Algerian M. inodora
essential oil was distinguished by the occurrence
trans-sesquisabinene hydrate (1) identified as main
component and never reported in Micromeria genus.
Hence, 1 might be used as discriminant marker for a
future classification of the genus Micromeria.

Chemical Variability of Micromeria inodora Essential
Oils

Normalized percentage abundances of all identified
components were used for statistical analysis (Table,
Supplementary Material). Relationship between the
chemical composition of oils and environmental
parameters were studied, using principal component
analysis (PCA) and cluster analysis (CA) applied to a
matrix linking essential oil compositions and the sam-
ple localities (Figs 3 and 4). As shown in Fig. 3, PCA

constructed using axes 1 and 2 accounted for 70.55%
of the variance. First dimension (Dim 1) was positively
correlated with oxygenated sesquiterpenes and nega-
tively correlated with oxygenated monoterpenes.

The plot suggests that there are two main groups
(Fig. 3) in accordance with the general structure of the
dendrogram obtained from the CA (Fig. 4): Group |
included 15 stations (S1 — S15) and group Il included
9 stations (S16 — S24). Sample oils of group | were
characterized by higher amount of oxygenated
sesquiterpenes (45.6 — 72.8%) than those of group Il
(35.0 — 52.5%). In contrast, sample oils of group Il
were characterized by higher amount of oxygenated
monoterpenes (28.7 — 43.3%) than those of group |
(12.8 — 31.1%) (See Supplementary Material).

The statistical distribution of the oil samples
focused on the correlation between the chemical
composition of individual oil samples and the geo-
graphical distribution as well as the nature of the soils
on which the plants grew. Group | regrouped all spec-
imens collected in area 1 and group Il included all
specimens harvested in area 2. In addition, it clearly
appears a difference between the essential oil yields
from plants of both areas; specimens from Area 1
exhibited yields comprised between 0.15% and 0.42%
while those from area 2 displayed oil yields to
0.51 — 0.80%. The differences can be explained by the
nature of the soils of harvest localities. Calcareous soil-
humic rich in organic matter characterized areas 1

© 2016 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland
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Table 1. Chemical composition of Micromeria inodora essential oils

Entry ~ Compound name and class® IRLP RIC RI Collective Oil*  Sample oils Identification®
% % Min % Max
1 (2)-Hex-3-en-1-ol 851 835 1385 tr tr 0.2 RI, MS
2 o-Pinene 936 931 1025 0.6 0.1 23 RI, MS
3 Camphene 950 945 1067 tr tr 0.1 RI, MS
4 Thuja-2,4(10)-diene 943 947 1124 0.1 tr 0.2 RI, MS
5 Sabinene 973 965 1120 0.2 tr 0.4 RI, MS
6 f-Pinene 978 971 1110 1.1 tr 2.8 RI, MS
7 1,8-Dehydrocineole 980 980 1188 0.2 tr 0.5 RI, MS
8 Myrcene 987 982 1157 0.2 tr 04 RI, MS
9 p-Cymene 1015 1012 1265 0.2 tr 0.2 RI, MS
10 Limonene 1023 1021 1197 15 0.1 29 RI, MS
11 p-Phellandrene 1023 1021 1207 0.2 tr 0.6 RI, MS
12 (E)--Ocimene 1041 1036 1245 0.2 tr 04 RI, MS
13 y-Terpinene 1048 1048 1241 0.1 tr 0.2 RI, MS
14 (E)-Sabinene hydrate 1053 1053 1454 0.1 tr 0.2 RI, MS
15 1-Octanol 1063 1062 1528 0.1 tr 04 RI, MS
16 Nonanal 1086 1075 1389 0.1 tr 03 RI, MS
17 Linalool 1083 1082 1537 1.2 0.2 2.1 RI, MS
18 Chrysanthenone 1110 1100 1496 0.1 tr 03 RI, MS
19 a-Campholenal 1109 1104 1445 0.4 0.2 0.7 RI, MS
20 Nopinone 1M1 1108 1572 0.2 0.1 0.6 RI, MS
21 Camphor 1123 1120 1517 0.2 0.1 1.4 RI, MS
22 trans-Pinocarveol 1124 1123 1638 1.5 04 55 RI, MS
23 cis-Verbenol 1127 1128 1643 1.8 0.5 42 RI, MS
24 trans-Verbenol 1136 1138 1665 0.7 0.3 2.7 RI, MS
25 Pinocarvone 1137 1145 1552 0.2 0.1 35 RI, MS
26 Borneol 1143 1146 1698 0.2 tr 04 RI, MS
27 Lyratol 1150 1155 1777 0.2 tr 0.4 RI, MS
28 Cryptone 1160 1159 1662 0.2 tr 0.9 RI, MS
29 p-Cymen-8-ol 1169 1160 1830 0.2 tr 0.6 RI, MS
30 Terpinen-4-ol 1164 1166 1590 0.8 0.4 3 RI, MS
31 Myrtenal 1178 1173 1763 0.6 0.2 14 RI, MS
32 o-Terpineol 1176 1178 1698 0.7 0.1 2.5 RI, MS
33 Decanal 1188 1184 1496 0.1 tr 0.9 RI, MS
34 trans-Carveol 1196 1197 1830 0.4 tr 0.6 RI, MS
35 cis-Carveol 1208 1211 1861 0.2 tr 04 RI, MS
36 Cuminaldehyde 1217 1213 1777 0.1 tr 0.3 RI, MS
37 Carvone 1214 1215 1731 0.1 tr 0.4 RI, MS
38 Linalyl acetate 1239 1236 1556 0.1 0.1 04 RI, MS
39 Bornyl acetate 1270 1268 1572 0.1 0.1 1.5 RI, MS
40 Carvacrol 1278 1277 2209 0.1 tr 1.8 RI, MS
41 5-Isopropyl-3-methyl phenol 1297 1304 2254 04 tr 04 RI, MS
42 o-Terpinyl acetate 1330 1332 1685 19.8 25 389 RI, MS
43 Isoitalicene 1380 1384 1496 03 tr 0.5 RI, MS
44 Cyperene 1406 1403 1525 04 tr 0.7 RI, MS
45 Pacifigorgia-1(6)-10-diene 1414 1414 1536 0.4 0.1 0.8 RI, MS
46 (E)-p-Caryophyllene 1421 1414 1590 0.7 0.2 14 RI, MS
47 trans-o-Bergamotene 1434 1430 1580 1.1 04 1.5 RI, MS
48 Aromadendrene 1443 1446 1613 0.4 tr 0.3 RI, MS
49 (E)-p-Farnesene 1446 1448 1659 0.4 tr 0.6 RI, MS
50 Valera-4,7(11)-diene 1450 1450 1629 1.6 0.5 2.7 RI, MS
51 Alloaromadendrene 1462 1455 1642 2.2 1.4 5.1 RI, MS
52 p-Acoradiene 1459 1460 1649 0.2 0.1 0.2 RI, MS
53 o-Curcumene 1473 1468 1763 1.1 0.2 1.2 RI, MS
54 y-Gurjunene 1470 1471 1652 0.4 0.1 0.8 RI, MS
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Table 1. (cont.)

Entry ~ Compound name and class® IRIL,P RIS RlpDI Collective Oil® Sample oils’ Identification?
% % Min % Max
55 y-Muurolene 1474 1472 1683 0.6 tr 0.7 RI, MS
56 y-Himachalene 1479 1483 1685 0.6 0.1 1.2 RI, MS
57 p-Curcumene 1503 1504 1731 0.8 0.2 1.9 RI, MS
58 Calamenene 1517 1510 1818 0.3 0.1 0.5 RI, MS
59 p-Sesquiphellandrene 1516 1512 1763 03 0.1 03 RI, MS
60 o-Calacorene 1527 1526 1897 0.1 0.1 0.4 RI, MS
61 trans-Sesquisabinene hydrate 1530 1541 1980 209 10.2 27.1 RI, MS, >C [16]
62 trans-7-epi-Sesquisabinene hydrate 1543 1548 1985 26 1.1 43 RI, MS, '3C [16]
63 Spathulenol 1572 1556 2101 1.7 0.7 3.8 RI, MS
64 Epiglobulol 1565 1558 2015 0.5 0.2 2.7 RI, MS
65 Caryophyllene oxide 1578 1569 1985 43 32 79 RI, MS
66 Globulol 1589 1581 2066 49 1.3 19.8 RI, MS
67 Guaiol 1591 1587 2082 1.1 0.6 2.1 RI, MS
68 Viridiflorol 1592 1590 2068 13 0.9 42 RI, MS, 13C [17]
69 Copaborneol 1592 1596 2153 04 0.1 0.5 RI, MS
70 Ledol 1600 1600 2018 1.1 0.4 3.5 RI, MS, *C [17]
71 epi-Cubenol 1623 1613 2163 0.4 0.1 0.5 RI, MS
72 a-Acorenol 1623 1617 2114 13 0.1 1.8 RI, MS, 3C [18]
73 Cadin-4-en-7-ol 1627 1630 2082 04 0.1 0.6 RI, MS
74 Cubenol 1630 1634 2009 0.5 03 29 RI, MS
75 f-Bisabolol 1653 1654 2134 2.9 1.1 7.3 RI, MS, 3C [19]
76 (Z,2)-Farnesal 1654 1658 2163 2.1 0.2 5.8 RI, MS
77 Eudesma-4(15)-7-dien-1-f-ol 1671 1676 2334 0.3 tr 0.9 RI, MS
78 Heptadecane 1700 1696 1698 0.1 tr 0.3 RI, MS
79 a-Cuperone 1740 1735 2351 0.2 tr 0.4 RI, MS
80 Hexadecanoic acid 1962 1968 2330 0.1 tr 2.1 RI, MS [20]
81 Heneicosane 2100 2099 2101 0.1 tr 0.3 RI, MS
82 Eicosane 2200 2204 2198 0.1 tr 1.2 RI, MS
83 Heneicosane 2300 2298 2302 tr tr 0.3 RI, MS
% ldentification 94.7 91.0 95.5
Yields ([%], w/w) 0.15 0.80
% Oxygenated compounds 78.1 723 87.3
% Monoterpenes 304 12.8 433
% Sesquiterpenes 46.9 35.0 65.5
% no-Terpenic compounds 0.8 0.5 2.2
% Hydrocarbon compounds 16.8 8.1 18.2
% Monoterpene 4.4 0.3 8.4
% Sesquiterpene 12.6 6.1 15.5
% no-Terpenic compounds 0.3 0 20

@Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). Bold types refer to main compounds. b Retention indices of literature on the
apolar column (IRl,) reported from.2% <Retention indices on the apolar Rtx-1 column (Rl,). ¢ Retention indices on the polar Rtx-Wax
column (RI,). € Collective oil: Mixture of all Algerian M. inodora essential oils. Quantification was carried out using RFs relative to
tridecane as internal standard. %: Normalized Percentages are given on the apolar column except for components with identical
Rl, (percentages are given on the polar column), tr = trace (< 0.05%). fSample oils: Minimal and maximal normalized percentages
(%) from the 24 sample oils are given on the apolar column except for components with identical Rl, (percentages are given on
the polar column), tr = trace (< 0.05%). The chemical compositions of all individual samples were tabulated in Supplementary Mate-
rial. 9 RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in electronic impact mode; '*C: "*C-Nuclear Magnetic Resonance. All compounds
were identified by comparing their EI-MS and retention indices with references compiled in the in-house library, except hexade-
canoic acid 80 identified from MS literature data.”® The identification of trans-sesquisabinene hydrate 61, trans-7-epi-sesquisabi-
nene hydrate 62, viridiflorol 68, ledol 70, a-acorenol 72 and p-bisabolol 75 were ensured by the comparison of their '*C-NMR
chemical shifts with those of references.'® = 9

© 2016 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland www.cb.wiley.com
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Figure 2. Main components of Micromeria inodora essential oils
from Algeria, trans-sesquisabinene hydrate (1, 67, 20.9%), a-terpi-
nyl acetate (2, 42, 19.8%), globulol (3, 66, 4.9%), caryophyllene
oxide (4, 65, 4.3%), [-bisabolol (5, 75, 2.9%) and trans-7-epi-ses-
quisabinene hydrate (6, 62, 2.6%). ltalic numbers refer to the
entries in Table 2.

and 2 however the vegetation in area 2 is more exist-
ing in a climate vegetation (holm oak, Aleppo pine)
with a dense undergrowth indicated that soil is rich in
bases including Ca**, Mg** and K*.**'*¢ Rich-mineral
soils seem to further the production of essential oils
of M. inodora, as reported in literature.*”!

Growth Inhibition of Bacteria by Essential Oil

The results of susceptibility of Algerian M. inodora
‘Collective oil’ testing with the agar diffusion method
and minimum inhibitory concentrations are presented
in Table 3. The results showed that essential oil of
M. inodora (Desr.) BentH., has an interesting activity
against Gram-positive strains such as Staphylococcus
aureus ATCC 25923, ATCC 33862 and ATCC 29213,
Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633
and Enterococcus faecalis ATCC 29212, where we
recorded the largest diameters of inhibition ranging
from 14 to 23 mm and the lowest MICs observed
ranging from 0.06 to 0.5 mg/ml. Although, Listeria
monocytogenes ATCC 19115 is the only Gram-positive
reference strain resistant to M. inodora essential oil.
However, for the vyeasts, M. inodora essential oil
showed a moderate activity against Candida albicans
ATCC 10231 and IPP444 with inhibition diameter
ranging from 11 to 13 mm and a MIC equal to
1 mg/ml. Nevertheless, Gram-negative strains such as
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525 was completely resistant to
the essential oil since neither MICs nor inhibition
diameter were measured. Whereas Klebsiella pneumo-
niae ATCC 70603, Escherichia coli ATCC 25922 and
Salmonella enteritidis ATCC 2453 have shown a very

Chem. Biodiversity 2016, 13, 1559 — 1572

low activity with inhibition diameter not exceeding
8 mm and MICs ranging from 2 to 4 mg/ml while no
MIC was determined for Salmonella enteritidis. Our
results were in accordance with several previous
studies; Gram-positive strains often exhibit more sen-
sitivity towards essential oils than Gram-negative
strains.”® ~ %% The species belonging to Pseudomonas
genus is a particular case with increased resistance
to antibiotics. In our work, the strains P. aeruginosa
ATCC 27853 and P. fluorescens ATCC 13525 have
appeared completely resistant to the M. inodora
essential oil. This resistance can be explained by the
barrier effect of the outer lipopolysaccharide mem-
brane of these species, which prevents the diffusion
of the oil within the cell®"®? According to sensitiv-
ity interval proposed in literature,®® S. aqureus was
classified extremely sensitive for having a diameter of
20 mm. This species is among the first germs impli-
cated in various nosocomial community and toxinic
infections.[64/(6>!

Our results may be explained by the occurrence of
several active components reported in the literature
such as o-terpinyl acetate (2), globulol (3), caryophyl-
lene oxide (4) and p-bisabolol (5). The antimicrobial
activity of 2 in Chamaecyparis obtusa essential oil’®®
and the antimicrobial activity against S. aureus,
L. monocytogenes, and E. faecium of the authentic
standard were reported.®”? As well as, 3 exhibit anti-
fungal activity against a variety of fungal species and
against bacteria.®® 4 was used as antifungal agent,’®”
and it is responsible to the antimicrobial activity of
Hypericum  hyssopifolium var. microcalycinum and
Hypericum lysimachioides essential oils.”% In fine, the
antimicrobial activity of 5 was also reported.”" To our
knowledge no data was established concerning the
in vitro and/or in vivo biological activity of trans-ses-
quisabinene hydrate (1).

Conclusions

The present study investigated, for the first time, the
chemical composition and the variability of M. inodora
essential oils from western Algeria. These results pro-
vided a better insight in the secondary-metabolite
production of the plant. Exemplified by the occur-
rence of trans-sesquisabinene hydrate and o-terpinyl
acetate as main components, Algerian M. inodora
essential oil exhibit an original chemical composition
comparing to Micromeria species reported in the liter-
ature. Statistical analyses highlighted that two chemi-
cal composition of the Western Algerian M. inodora
essential oils were distinguished. The ecological rele-
vance of these results was supported by the

www.cb.wiley.com
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Linalool (9.0 — 18.1), caryophyllene oxide (7.1 — 17.0), epi-a-bisabolol (5.6 — 12.8), i-chamigrene (tr —

12.5) and trans-verbenol (8.3 — 10.4)
Thymol (36.9), carvacrol (16.7), pulegone (10.8) and caryophyllene oxide (4.6)

Pulegone (51.7), menthone (20.9) and neomenthol (11.9)
Thymol (tr — 41.1), carvacrol (15.6 — 40.2) and p-cymene (tr — 19.7)
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correlation between the chemical composition of indi-
vidual oil samples and the nature of the soil in which
the plants grew. In addition, the antimicrobial activity
of collective essential oil against various nosocomial,
community and toxinic infections was demonstrated.
The activity is linked to the occurrence of oxygenated
compounds. The present results might be useful for
the future commercial valorization of this plant by
producing M. inodora essential oil.

Experimental Section
Plant Material and Essential-Oil Isolation

The aerial parts of M. inodora (Desr.) BentH. from Wes-
tern Algeria were collected at the flowering stage
(December 2012 to January 2013) from 24 locations
(S1 — S24) widespread in the littoral of Tlemcen
Department. Voucher specimens were deposited in
the herbarium of the University of Tlemcen. The geo-
graphical origin of the different samples and the vou-
cher number of each specimen analyzed are listed in
Fig. 1. Essential oils were obtained from fresh aerial
parts by hydrodistillation for 5 h using a Clevenger-
type apparatus according to the European Pharma-
copoeia”? vyielding (w/w) 0.15 — 0.80% of yellow
essential oils.

Oil Fractionation

The M. inodora collective oil was obtained by pooling
of the 24 individual oils from the 24 Algerian loca-
tions. A portion of 1.0 g of essential oil was submitted
to chromatography on a SiO, column (200 — 500 pm,
12 g, Clarisep® Bonna Agela Technologies, Willington,
USA) using an Automatized Combi Flash apparatus
(Teledyne ISCO, Lincoln, USA) equipped with a fraction
collector monitored by an UV detector. A nonpolar
fraction (Fr. FH: hydrocarbon compounds, 0.15 g) and
five polar fractions (Frs. FOT — 5: oxygenated com-
pounds, 0.81 g) were obtained by elution with hexane
and diisopropy! ether (DIPE). Elution with hexane and
DIPE (95:5), allowed to concentrate trans-sesquisabi-
nene hydrate (1, 50.3%), trans-7-epi-sesquisabinene
hydrate (6, 1.3%), viridiflorol (18.8%), ledol (4.3%), o-
acorenol (1.5%) and p-bisabolol (5, 8.2%) in the Fr.
FO2 (043 g). All fractions were analyzed by GC and
GC/MS and the polar fraction Fr. FO2 was analyzed by
>C-NMR.

GC Analysis

The GC analyses were carried out using a Perkin Elmer
Clarus 600 apparatus (Walton, MA, USA) equipped with

© 2016 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland
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Figure 3. PCA of chemical compositions of Micromeria inodora essential oils. Distribution of variables (class of compounds corre-
sponding to those of Table (Supplementary Material) and distribution of samples (coding numbers of locations).
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Figure 4. CA of chemical compositions of Micromeria inodora essential oils from western Algeria.

Micromeria
Agglomerative Coefficient = 0.86

a single injector and two flame-ionization detectors phases of different polarity, i.e. a nonpolar Rtx-1 (poly-
(FIDs) for simultaneous sampling to two fused-silica dimethylsiloxane) and a polar Rtx-Wax (polyethylene
capillary columns (60 m x 0.22 mm id., film thickness  glycol). The oven temperature was programmed rising
0.25 pum; Restek, Bellefonte, PA, USA) with stationary from 60 to 230° at 2°/min and then held isothermal

www.cb.wiley.com © 2016 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland



Chem. Biodiversity 2016, 13, 1559 — 1572

1569

Table 3. Antimicrobial activities of Micromeria inodora collective essential oil expressed by the diameter inhibition zones and MIC

values ([ng/ml])

Strains Diameters [mm] MIC? [ug/ml]
Essential oil ATBP Essential oil ATB
GENT® AmB? GENT AmB
Gram-positive bacteria
Bacillus cereus ATCC 11778 19.00 £+ 0.33 21 ND 500 ND
Bacillus subtilis ATCC 6633 17.00 + 0.66 19 ND 500 4 ND
Staphylococcus aureus ATCC 25923 23.00 + 0.66 20 ND 60 2 ND
S. aureus ATCC 33862 21.00 + 0.33 19 ND 60 2 ND
S. aureus ATCC 29213 22.00 + 0.33 21 ND 60 2 ND
Enterococcus faecalis ATCC 29212 14.00 4+ 00 11 ND 500 2 ND
Listeria monocytogenes ATCC 19115 8.00 £ 0.33 20 ND 4000 2 ND
Gram-negative bacteria
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6.00 £+ 0.66 10 ND ND 4 ND
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 6.00 + 0.66 11 ND ND 4 ND
Salmonella enteritidis ATCC 2453 7.00 + 0.33 21 ND ND 4 ND
Escherichia coli ATCC 25922 7.00 + 0.33 16 ND 4000 4 ND
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 8.00 + 00 11 ND 4000 4 ND
Yeasts
Candida albicans ATCC 10231 11.00 £+ 00 ND 23 1000 ND 1
Candida albicans IP 444 13.00 + 0.33 ND 18 1000 ND 0.125

2 MIC, minimum inhibitory concentration (given as pg/ml); ® ATB, antibiotics; “GENT, gentamicine (15 pg); “ AmB, amphotericin B

(100 pg); ND, not determined.

at 230° for 30 min; injector temp. 280° detector
temp., 280°; carrier gas, H, (0.7 ml/min); split ratio,
1:80; injected volume, 0.1 pl. The retention indices
(Rls) of the compounds were determinated rel. to the
retention times (tz) of a series of n-alkanes (Cs — Csg;
commercial soln. obtained from Restek, Bellefonte, PA,
USA) using the Van den Dool and Kratz equation.

GC/MS Analysis

The essential oils and the fractions obtained by CC
were investigated using a Perkin Elmer TurboMass
quadrupole detector directly coupled to a Perkin
Elmer AutoSystem XL (Walton) equipped with the two
same fused-silica cap. columns as described above.
Both columns were used with the same MS detector.
The analyses were consecutively carried out on the
nonpolar and on the polar column. Hence, for each
sample, two reconstructed ionic chromatograms (RIC)
were provided, which were investigated consecu-
tively. The GC conditions were the same as
described above, and the MS parameters were as
follows: ion-source temp. 150° ionization energy;
70 eV; EI-MS spectra acquired over a mass range of
35 — 350 uma during a scan time of 1 s. The injec-
tion volumes for the oil and the fractions were 0.1
and 0.2 pl, resp.

NMR Analysis Conditions

Spectra of oxygenated Fr. FO2 obtained by CC was
measured in CDCls (Eurolsotop, Saint Aubin, France),
at 300K using a Bruker Avance DRX 500 NMR spec-
trometer  (Karlsruhe,  Germany) operating at
500.13 MHz for 'H and 125.77 MHz for '*C Larmor
frequency with a double resonance broadband fluo-
rine observe (BBFO) 5 mm probe head. '*C-NMR
experiments were recorded using one-pulse excitation
pulse sequence (90° excitation pulse) with 'H decou-
pling during signal acquisition (performed with
WALTZ-16); the relaxation delay has been set at 2 s.
For each analysed sample, depending on the com-
pound concentration, 3k up to 5k free induction
decays (FID) 64k complex data points were collected
using a spectral width of 30000 Hz (240 ppm). ¢ in
ppm relative to residual signal of CDCls (6(C)
77.04 ppm).

Component Identification

Identification of the components was based /) on the
comparison of their GC retention indices (Rl) on apo-
lar and polar columns, determined to the retention
time of a series of n-alkanes with linear interpolation,
with those of authentic compounds or literatures

© 2016 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland
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data,”?3! i) on computer matching with commercial

mass spectral libraries,”* and comparison of spectra
with those of our laboratory-made library. Strategy
based on '>*C-NMR analysis of the mixture was used
for the identification of trans-sesquisabinene hydrate
1, trans-7-epi-sesquisabinene hydrate 6, viridiflorol,
ledol, a-acorenol and f-bisabolol 5. The compounds
were concentrated in the polar fraction (Fr. FO2)
obtained by CC and then they were identified by the
comparison of their '>C-NMR chemical shifts in the
mixture with those of references'® = '*! (Supplemen-
tary Material).

Component Quantification

The quantification of the oil was performed using the
methodology reported by Bicchi et al.””> and adapted
in our laboratory.”® Briefly, the compound quantifica-
tion was carried out using peak normalization, includ-
ing FID response factors (RFs) relative to tridecane
(0.7 g/100 g) used as internal standard and expressed
as normalized% abundance.

Statistical Analysis

Data analyses were performed using principal compo-
nent analysis (PCA) and cluster analysis (CA). Both
methods aim at reducing the multivariate space in
which objects (oil samples) are distributed, but are
complementary in their ability to present results.””
78 |ndeed, PCA provides the data for plots in which
both objects (oil samples) and variables (oil compo-
nents) are represented, while canonical analysis (CA)
informs a classification tree in which objects (sample
locations) are gathered. The PCA was carried out
using the function PCA of the statistical R software
(R Foundation, Institute for Statistics and Mathemat-
ics, Austria). The discriminate variables (volatile com-
ponents) have been selected using function of the
statistical software. A dendrogram (tree) was pro-
duced by CA using Ward’s method of hierarchical
clustering, based on Euclidean distances between
pairs of oil samples.

Microbial Strains

Fourteen reference strains were used for this work,
including seven Gram-positive bacteria: E. faecalis
ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 33862, B. subtilis ATCC 6633,
B. cereus ATCC 11778 and L. monocytogenes ATCC
19115. Five Gram-negative bacteria: Escherichia coli

Chem. Biodiversity 2016, 13, 1559 — 1572

ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603,
P. aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525 Salmonella enteritidis ATCC 2453 and two
yeasts; Candida albicans ATCC 10231 and Candida albi-
cans IPP444 were also studied.

Preparation of Inoculum

The pure strains were inoculated into tubes containing
5 ml of Brain Heart Infusion (CondaPronadisa™, Spain)
were then incubated at 37 °C for 18 h. A concentra-
tion of 0.5 McFarland has been adjusted and which
corresponds to 107 CFU/ml according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute CLSI.”

Sensitivity Tests

Disc Diffusion Method. The susceptibility of strains to
the essential oil was tested according to the method
described by Bauer and Kirby.®® A culture of
18 — 24 h of the tested strains on Mdiller—Hinton broth
was prepared at a concentration of 10’ CFU/ml and
then seeded on Mudiller—Hinton agar (FlukaBioChemika,
Spain) and Sabouraud (FlukaBioChemika, Spain) for the
yeast Candida albicans by swab as recommended by
CLSLY?" A sterile disc of 6 mm diameter impregnated
with 5 ul of essential oil was aseptically deposited in
the center of the inoculated plate.

MICs

The minimum inhibitory concentration was performed
by the method of microplate (96 wells) round bottom
using as reported in literature.®" The essential oil has
undergone successive dilution of 1/2 in the outer
tubes in Mdller—Hinton broth (FlukaBioChemika, Spain)
by adding Tween 80 to a concentration of 1% (v/v) to
obtain a homogeneous solution of essential oil and
broth. A second solution was prepared containing
only Muiller—Hinton broth and Tween 80 at a concen-
tration of 1%, this concentration was used as a com-
plement of dilutions with broth and Tween 80 for
grader the same concentration of Tween 80; 1% for
each concentration of essential oil.

Inocula of 10’ CFU/ml were diluted by 1/100 for a
concentration of 10° CFU/ml. On microplate, 180 ul of
bacterial suspension 10> CFU/ml were deposited
inside the wells. Then 20 pl of the solution of the
essential oil was added. The final concentration of
Tween 80 is 0.1% (v/v) to each well and the final con-
centrations of the essential oil ranged from 0.0078%
to 4%.
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Abstract Chemical composition and antifungal activity of
essential oils of Algerian Mentha species were studied.
Chemical compositions of different Mentha species oils
(Mentha rotundifolia, M. spicata, M. pulegium, and
M. piperita) were investigated by capillary GC and GC/MS,
and their antifungal activities were evaluated by means of
paper disc diffusion method and minimum inhibitory concen-
tration (MIC) assays. In total, 98 components from all Mentha
species were identified. All oils were rich in monoterpene-
oxygenated components. In addition, we reported fumigant
antifungal activity of Algerian Mentha essential oils against
four fungi: Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Monilinia
laxa, and M. fructigena. All oils demonstrated very good in-
hibition especially against B. cinerea, M. laxa, and
M. fructigena. Both Monilinia fungi were extremely sensitive
to all Algerian Mentha oils, which suggests that Mentha es-
sential oils have the potential to be used as bio-pesticides to
protect fruit trees, such as apple and pear trees, and provides
an alternative to chemical pesticides.
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Introduction

Aromatic plants are increasingly used in agro-alimentary stor-
age and bio-agriculture pest control. Essential oils and volatile
constituents extracted from these plants are widely used as
new bio-control alternative agents against microbial strains
and insect pests, because of their specificity of action, biode-
gradable nature, and potential for commercial application
(Kerdchoechuen et al. 2010; Park et al. 2003).

The Taxa of genus Mentha (Lamiaceae family) includes 25
species of herbaceous perennial (rarely annual) plants (Celenk
et al. 2008; Fenwick and Ward 2001; Gobert et al. 2002;
Khanuja et al. 2000; Krasnyanski et al. 1998; Shasany et al.
2005). Mints are distributed predominantly in the temperate
region of the world and show substantial variation in terms of
their natural habitats, growth characteristics, and aromas
(Celenk et al. 2008; Shasany et al. 2005).

The genus Mentha consists of some of the most frequently
cultivated spice plants in the world. Many species of Mentha
are used in traditional folk medicine for many of its proprie-
ties. Mentha EOs were known to be rich in oxygenated mono-
terpenes (Rdsch et al. 2002). Depending on the nature of ma-
jor components, they were used in several commercial and
industrial fields. Recently, many works has shown strong ac-
tivities of Mentha EOs as bio-control agents and possible sub-
stitute of traditional chemical fungicides, pesticides, and in-
secticides (Al-Bayati 2009; Al Yousef 2013; Mahboubi and
Haghi 2008; Mohammadi et al. 2015; Odeyemi et al. 2008;
Santana-Méridas et al. (2014, 2017); Sokovi¢ et al. 2009).
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In Algeria, the literature reported the occurrence of six
species of Mentha genus: M. rotundifolia, M. spicata,
M. pulegium, M. piperita, M. longifolia, and M. aquatica,
and also three hybrids of these species: M. durandoana,
M. niliaca, and M. schultzii (Quezel and Santa 1963). The
same reference reported that M. longifolia and M. aquatica
were very rare at that time and probably decimated now.

In the context of our characterization of Algerian aromatic
plants, we investigated the chemical composition of four spe-
cies of Mentha: M. rotundifolia, M. spicata, M. pulegium, and
M. piperita from western Algeria, by analyzing their essential
oils. A comparative analysis was performed between chemical
compositions of all species. A chemical analysis was per-
formed using a combination of capillary GC-RI and GC/MS
after fractionation using column chromatography. Lastly, we
report the bio-control effect for all essential oils against four
fungal pathologies (M. fructigina, M. laxa, Penicillium
expansum, and Botrytis cinerea) through the use of a fumigant
antifungal assay.

Materials and methodologies
Plant material and oil isolation

The aerial parts of all Mentha from western Algeria were col-
lected at the flowering stage (July 2014 to September 2014)
from 11 location areas: 4 locations from M. rotundifulia
(MRO1-MRO4), 2 locations from M. spicata (MSP1,
MSP2), 3 locations from M. pulegium (MPU1-MPU3), and
2 locations from M. piperita (MPI1, MPI2) (Fig. 1). From each
location, many samples were collected to poll collective oils
from the same species. For all species, voucher specimens were

deposited in the Herbarium of the University of Tlemcen.
Essential oils were obtained from the fresh aerial parts of all
stations by hydrodistillation for 4 h using a Clevenger-type
apparatus according to the European Pharmacopoeia
(Council of Europe 1997) and yielded (w/w) 0.78-0.96% from
M. rotundifulia, 0.50-0.56% from M. spicata, 0.70-0.75%
from M. pulegium, and 0.67-0.72% from M. piperita (see
Fig. 1).

Gas chromatography

GC analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 600
GC apparatus (Walhton, MA, USA) equipped with a single
injector and two flame ionization detectors (FIDs). The appa-
ratus was used for simultaneous sampling of two fused-silica
capillary columns (60 m x 0.22 mm, film thickness 0.25 pum)
with different stationary phases: Rtx-1 (polydimethylsiloxane)
and Rtx-Wax (polyethylene glycol). Temperature program 60
to 230 °C at 2 °C min ' and then held isothermal 230 °C
(30 min). Carrier gas was hydrogen (0.7 mL min ™). Injector
and detector temperatures were held at 280 °C. Split injection
was conducted with a split ratio of 1:80. Injected volume was
0.1 uL.

Gas chromatography-mass spectrometry

The oils and the fractions obtained by CC were investigated
using a Perkin Elmer TurboMass quadrupole analyzer, direct-
ly coupled with a Perkin Elmer Autosystem XL equipped with
two fused-silica capillary columns (60 m X 0.22 mm, film
thickness 0.25 um), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-
Wax (polyethylene glycol). Other GC conditions were the
same as described above. lon source temperature was

Species® N° Voucher” Localities® GPS Coordinates® Yields® Alt.
s MRO1 MRO-0714-KAl Oulhassal 35°11'50"N ; 1°29'24"0 0.78 476
E MRO2 MRO-0714-KA2 Oulhassa2  35°12'46"N ; 1°29'41"O 0.91 269
§ MRO3 MRO-0714-KA3  Lakhmis 34°38'03"N ; 1°33'56"O 0.96 845
h MRO4 MRO-0714-KA4 Ainkebira  35°01'51"N ; 1°41'30"O 0.90 507
'g § MSP1  MSP-0714-KA1  Oudjlida 34°55'21"N ; 1°19'43”0 0.56 616
g §4 MSP2  MSP-0714-KA2  Ouchba 34°52'11"N ; 1°10'52"O0 0.50 779
§ § MPU1 MPU-0714-KAl  Maaziz 34°54'35"N ; 1°48'28"0 0.70 526
;&0 MPU2 MPU-0714-KA2  Ghazaouet  35°04'56"N ; 1°51'05"O 0.73 48
g MPU3  MPU-0714-KA3  Djbala 34°58'16"N ; 1°45'10"O 0.75 949
‘§ MPI1  MPI-0714-KA1l Ouzidene 34°57'00"N ; 1°17'33”°0 0.72 456 ) f C
% MPI2  MPI-0714-KA2  Ourite 34°52'02"N ; 1°16'00”0 0.67 734 =
a
.
St Menthaspecies
¢ Harvest localities
4 Sample positioning & '8
¢ Yields % (w/w) -
f Altitudes (m)

Fig. 1 Geographical distribution of Mentha species from western Algeria
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150 °C and energy ionization 70 eV; electron ionization mass
spectra were acquired with a mass range of 35-350 Da and
scan mass of 1 s. Oil injected volume was 0.1 nL and fraction
injected volume of 0.2 pL.

v
IS E 3 Component identification
5 ; @5 Identification of the components was based (i) on the compar-
ison of their GC retention indices (RI) on non-polar and polar
- - columns, determined to the retention time of a series of n-
g o2 alkanes with linear interpolation, with those of authentic com-
| pounds for our laboratory library from University of Corsica
o and literatures data (Jennings and Shibamoto 1980; Konig
L& <o — [ etal. 2001), and (ii) on computer matching with mass spectral
[ of our laboratory library and commercial mass spectral librar-
2 o © | ies (McLafferty and Stauffer 1988).
A N O —~ I
- o | Component quantification
E% oo
The quantification of the essential oil components was per-
® o formed using the methodology reported by Bicchi et al.
& 8 oo (2008) and adapted in laboratory of UMR CNRS 6134 from
University of Corsica (Djabou et al. 2013). Component quan-
I @ — tification was carried out using peak normalization, including
S e - FID response factors (RFs) relative to tridecane (0.7 g/100 g),
used as an internal standard and expressed as normalized %
§ 5o 2 abundance.
% | v o Statistical analysis
ER R o
2 Data analyses were performed using principal component
Tl e analysis (PCA) (Brereton 2003). This method aims to reduce
S|egva the multivariate space in which objects (oil samples) are dis-

tributed but are complementary in their ability to present re-
sults (Massart 1998). Indeed, PCA provides the data in which
both objects (oil samples) and variables (oil major compo-
nents and/or antibacterial inhibition) are plotted while canon-
ical analysis informs a classification tree in which objects
(sample locations) are gathered. PCA was carried out using
function “PCA” from the statistical R software (factominR
package). The variables (major components and/or antibacte-
rial inhibition) have been selected using function from the
statistical software (compounds > 1% were selected for the
analysis).

Microbial strains and growth conditions

B. cinerea and P. expansum strains were obtained from Institut
Pasteur, Paris, France (IP 1854.89, batch 185489; IP 1405.82,
batch 050291 and IP 1350.82, batch 230992). M. laxa and
M. fructigena strains were obtained from Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands (CBS 127258, batch
127258 and CBS 101499, batch 101499). They were grown

Non-terpenic oxygenated compounds

Oxygenated sesquiterpenes

Oxygenated compounds
Oxygenated monoterpenes

RI retention indices, MS mass spectra in electronic impact mode, Ref. compounds identified from literature data: Konig et al. 2001 (30, 32, 61, 64, 65, and 84)

¢ Algerian Mentha species, normalized % abundance: M. rotundifolia (MRO), M. spicata (MSP), M. pulegium (MPU), and M. piperita (MPI)

® Retention indices of literature on the apolar column (/RI,) reported from Konig et al. (2001)

4 Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp)

#Order of elution is given on apolar column (Rtx-1)
¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RI,)

The writing in bold denotes the major components

Table 1 (continued)

@ Springer
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on Sabouraud Glucose Agar (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA) and incubated at 23 °C in darkness.

Fumigant antifungal activity

Essential oils were evaluated for fumigant antifungal activity
based on their ability to inhibit mycelial growth. Six-millimeter-
diameter mycelial plugs of each fungal strain from a 7-day-old
culture were placed into a Petri dish. Essential oils were intro-
duced onto a 6-mm cellulose disc, placed on the agar-free lid of
the Petri dish. A negative control (cellulose disc without essen-
tial oil) was performed in the same way. Petri dishes were then
sealed with parafilm and incubated at 23 °C in the dark.

Mycelial radial growth was measured after 3 to 7 days of
incubation, and the antifungal index was calculated with the
formula as follows:

Antifungal index (%) = (1-Dex/Dc) x 100

where Dex is the diameter of growth zone in the experimental
plate (mm) and Dc is the diameter of growth zone in the
control plate (mm).

After a preliminary assay to determine antifungal index,
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was determined for
more active essential oils. In each treatment, the MIC was
determined, with two replicates for preliminary assays and
three replicates for the determination of MIC.

Results and discussion
Composition of the essential oils

Preliminary analysis of 11 Algerian oil sample areas showed
that the GC chromatograms of all samples from the same
species were qualitatively similar but differed by abundances
of their major components from the same species of Mentha
studied, except for M. rotundifulia species where we found

Table 2  Normalized percentage abundances from class compounds and function of Algerian Mentha species essential oils

Mentha species®

Class Rotundifulia
compounds MRO!I MRO2 MRO3 MRO4
Hydrocarbon compounds Y 27 28 28 28

% 274 16.7 8.1 6.5
MH X 14 15 14 14

% 11.6 1.1 7.1 49
SH Y 13 13 14 14

% 15.8 5.6 1 1.6
Oxygenated compounds Y 33 36 34 31

% 70.8 82.5 90.5 924
MO X 15 18 25 22

% 553 73.3 87 91.3
SO X1 7 0 0

% 5.7 2.5 0 0
NTO 211 11 9 9

% 9.8 6.7 3.5 1.1
Alcohols X 20 20 18 18

% 25 17.6 8.7 26.7
Aldehydes and cetones X 5 5 8 6

% 1.6 1.4 79.7 56.3
Esters X 5 6 8 7

% 8.5 6.4 1.7 9.2
Oxides Y3 4 1 1

%  35.7 57.1 0.4 0.2

Spicata Pulegium Piperita
MSP1 MSP2  MPUI MPU2 MPU3  MPIl MPI2
18 18 11 11 11 18 18
13.7 29.2 2.7 24 23 4.8 48
11 11 6 6 6 8 8
12.3 277 2 1.7 1.9 3.7 2.8
7 7 5 5 5 10 10
1.4 1.5 0.7 0.7 0.4 1.1 2
14 14 17 17 17 20 20
84.1 67.9 95.8 96.3 95.1 93.1 94
13 13 14 14 14 15 16
84.1 67.9 94.2 95.3 94.6 91.1 92.5
0 0 0 0 0 2 2

0 0 0 0 0 1.3 0.8

1 1 3 3 3 3 3

tr tr 1.6 1 0.5 0.7 0.7
6 6 7 7 7 7 7
2.5 3.9 32 10.3 42.1 65.3 50.8
5 5 5 5 5 3 3
80.9 59.8 91.8 84 52.1 0.9 0.4
2 2 4 4 4 8 8
0.4 3.9 0.2 1 0.5 20.7 38.7
1 1 1 1 1 2 2
0.3 0.3 0.6 1 04 6.2 4.1

The bold corresponded to the important values

MH monoterpene hydrocarbons, SH sesquiterpene hydrocarbons, MO monoterpenes oxygenated, SO sesquiterpenes oxygenated, N7O non-terpenic
oxygenated, % normalized % abundances, fr trace, Y total number of specified components

2 Algerian Mentha species: M. rotundifolia (MRO), M. spicata (MSP), M. pulegium (MPU) and M. piperita (MPI)

@ Springer
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qualitative differences between major components in different
areas of the same species (see Table 1). In the 11 oils from four
Mentha species, 98 compounds were identified, (14 monoter-
pene hydrocarbons, 17 sesquiterpene hydrocarbons, 45 oxy-
genated monoterpenes, 8 oxygenated sesquiterpenes, and 14
non-tearpenic oxygenated compounds). In Table 1, the com-
positions from all samples of each species are presented. In
total, we identified 80 compounds in M. rotundifulia samples
(60 compounds in MRO1 simple representing 98.2% of the
total number of compounds identified, 64 compounds in
MRO?2 sample representing 99.2% of total, 62 compounds
in MRO3 simple representing 98.6% of total, and 59 com-
pounds in MRO4 simple representing 98.9% of total), among
them MRO1 (14 monoterpene hydrocarbons, 13 sesquiter-
pene hydrocarbons, 15 oxygenated monoterpenes, 7 oxygen-
ated sesquiterpenes, and 11 non-terpenic oxygenated com-
pounds), MRO2 (15 monoterpene hydrocarbons, 13 sesqui-
terpene hydrocarbons, 18 oxygenated monoterpenes, 7 oxy-
genated sesquiterpenes, and 11 non-terpenic oxygenated com-
pounds), MRO3 (14 monoterpene hydrocarbons, 14 sesqui-
terpene hydrocarbons, 25 oxygenated monoterpenes, and 9
non-terpenic oxygenated compounds), and MRO4 (14 mono-
terpene hydrocarbons, 14 sesquiterpene hydrocarbons, 22 ox-
ygenated monoterpenes, and 9 non-terpenic oxygenated com-
pounds) (see Table 2). Regarding M. spicata, we identified 32
compounds (in both MSP1 and MSP2 samples representing
98.5 and 98.1% of total respectively from MSP1 and MSP2),
among them 11 monoterpene hydrocarbons, 7 sesquiterpene

hydrocarbons, 13 oxygenated monoterpenes, and 1 non-
terpenic oxygenated compound (see Table 2). About
M. pulegium, we reported 28 compounds in different stations
(MPU1, MPU2, and MPU3 samples representing 98.5, 98.7,
and 98.4% of total respectively from MPU1, MPU2, and
MPU3), among them 6 monoterpene hydrocarbons, 5 sesqui-
terpene hydrocarbons, 14 oxygenated monoterpenes, and 3
non-terpenic oxygenated compounds (see Table 2). Finely,
we reported 38 compounds in both M. piperita essential oil
samples (MPI1 and MPI2 representing 97.9 and 98.8% of
total respectively from MPI1 and MPI2), among them 8
monoterpene hydrocarbons, 10 sesquiterpene hydrocarbons,
15 oxygenated monoterpenes, 2 oxygenated sesquiterpenes,
and 3 non-terpenic oxygenated compounds) (see Table 2).

From all species analyzed, 92 components were verified by
comparing their EI-MS and retention indices with those in our
laboratory library (UMR CNRS 6134 from University of
Corsica). Six components were identified by comparing their
EI-MS and apolar retention indices with those of literature
libraries under the same analytical conditions as ours (see
Table 1),

In M. rotundifulia (MRO) essential oils, four different
types of oils were shown to be different both qualitatively
and quantitatively in their compositions. MRO1 was charac-
terized by the abundance of piperitenone oxide (34%),
terpinene-4-ol (10.4%), E-f-caryophyllene (7.5%), and 1-
oct-3-enyl acetate (6.5%). The oil was dominated by oxygen-
ated compounds (70.8%), especially oxygenated

Fig. 2 Individual factor map Factor map
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monoterpenes (55.3%). MRO2 was characterized by the
abundance of piperitenone oxide (36.1%), Z-piperitone oxide
(11.7%), and E-piperitone oxide (10.6%). The oil was domi-
nated by oxygenated compounds (82.5%), especially oxygen-
ated monoterpenes (73.3%). MRO3 was characterized by the
abundance of pulegone (56.3%), menthone (16.8%), and iso-
menthone (5.5%). The oil was dominated by oxygenated com-
pounds (90.5%), especially oxygenated monoterpenes (87%).
Finely MRO4 was characterized by the abundance of
menthone (28.5%), iso-menthone (19%), neo-menthol
(10.4%), pulegone (5.6%), and neo-menthyl acetate (5%).
The oil was dominated by oxygenated compounds (92.4%),
especially oxygenated monoterpenes (91.3%) (see Table 1).

In M. spicata (MSP) essential oils, two oils were identified,
with only qualitative differences in the abundance of their
major components. MSP1 and MSP2 were characterized re-
spectively by the abundance of carvone (79.3 and 54.1%),
limonene (8.4 and 21.9%), and myrcene (0.7 and 3.3%).
Both oils were dominated by oxygenated monoterpene (86.8
and 67.9%) and monoterpene hydrocarbons (10.3 and 28.7%)
respectively from MSP1 and MSP2 (see Table 1).

In M. pulegium (MPU) essential oils, tree oils were char-
acterized and differenced only quantitatively by the abun-
dance of their major components. MPU1, MPU2, and
MPU3 were characterized respectively by the abundance of
pulegone (77.3, 40.7, and 9.2%), neo-menthol (1.6, 9.1, and
42.3%), and menthone (10.8, 38.3, and 40.5%). All oils were
dominated respectively by oxygenated monoterpene (94.2,
96.3, and 96.1%) (see Table 1).

In M. piperita (MPI) essential oils, both oils were qualita-
tively similar but differed by the abundance of their major
components. MPI1 and MPI2 were respectively dominated
by linalool (47.6 and 40.4%), linalyl acetate (12 and 32.6%),
«-Terpineol (10.4 and 6.4%), 1,8-Cineole (5.4 and 3.8%),
geranyl acetate (5.3 and 2.5%), and geraniol (5 and 2.4%).
Both oils were dominated by oxygenated monoterpene (91.1
and 92.5%) respectively in MP1 and MP2 (see Table 1).

As presented in Table 2, chemical composition of essential
oils of Mentha species were characterized by the high amount
of oxygenated compounds (70.8 to 96.3%) in all samples,
especially monoterpene-oxygenated compounds (55.3 to
95.3%), in accordance with literature. Only some samples of
M. rotundifulia and M. spicata exhibited a significant level of
hydrocarbon compounds. Finally, M. spicata, M. piperita, and
M. rotundifulia (MRO3 and MRO4) were characterized by
high amounts of aldehydes and ketones (52.1 to 91.8%).
M. piperita were characterized by the presence of alcohols
(50.8 to 65.3%) and esters (20.7 to 38.7%), and finally,
MRO1 and MRO?2 from M. rotundifulia were dominated by
oxides (35.7 to 57.1%) and alcohols (17.6 to 25%) (see
Table 2).

To identify possible correlation between the chemical oil
compositions of Algerian Mentha species, principal component

analysis (PCA) was applied to matrix linking essential oil com-
ponents to species identities. PCA (Figs. 2 and 3) confirmed our
interpretation that there are similarities between M. pulegium
(MPU1, MPU2, and MPU3) and MRO3 and MRO4 from
M. rotundifulia especially MRO3. Both simples (MSP1 and
MSP2) of M. spicata were also close to M. pulegium. The most
important differences were found in M. piperita (MPI1 and
MPI2) and in the MRO1 and MRO?2 from M. rotundifilia,
which were quite different from the others.

Fumigant antifungal activity

The antifungal activity of essential oils of Algerian Mentha
species was tested against for fungi. Results of fumigant anti-
fungal activity are shown in Tables 3 (inhibition rate) and 4
(MIC against more sensitive fungal strains). P. expensum is
less sensitive than are other strains and for this reason, MICs
were only identified for Monilinia sp. and B. cinerea strains.

Essential oils of M. rotundifulia are less active than the es-
sential oils from other species of Mentha, except for MRO3,
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Fig. 3 Variable factor map (principal component analysis). X8 = -
Pinene; X10 = Oct-1-en-3-ol; X13 = myrcene; X16 = «-terpinene;
X17 = p-cymene; X18 = limonene; X19 = 1,8-cineole; X20 = (Z)-«-
ocimene; X22 = «-terpinene; X23 = trans-hydrate sabinene;
X25 = linalool; X27 = cis-sabinene hydrate; X28 = 1-oct-3-enyl
acetate; X33 = menthone; X34 = p-menth-3-en-8-o0l; X35 = iso-
menthone; X36 = borneol; X39 = neo-menthol; X41 = terpinene-4-ol;
X42 = menthol; X43 = iso-menthol; X44 = Z-dihydro carvone; X46 = -
terpineol; X47 = E-dihydro carvone; X49 = Nerol; X50 = pulegone;
X51 = carvone; X52 = Z-piperitone oxide; X53 = E-piperitone oxide;
X54 = piperitone; X55 = geraniol; X56 = linalyl acetate; X62 = bornyl
acetate; X64 = menthyl acetate; X65 = iso-menthyl acetate;
X66 = dihydro carvyl acetate; X67 = piperitenone; X68 = piperitenone
oxide; X69 = a-terpenyl acetate; X70 = neryl acetate; X71 = geranyl
acetate; X75 = E-a-caryophyllen; X81 = germacrene D; X87 = « -
cadinene; X92 = caryophyllene oxide; X94 = 1,10-di-epi-cubenol;
X98 = cadinol
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Table 3  Fumigant antifungal activity of Mentha essential oils from Algeria

Mentha species® Volume Concentration Inhibition rate (mean = SD)
(u) (x 107 pl/ml air)
Botrytis cinerea  Penicillium expansum — Monilinia fructigena ~ Monilinia laxa
3 days)b (3 days) (3 days) (7 days)
Mentha MROI1 5 71 40.7 0 89.7 +12.1 80.8
rotundifulia 10 142 583+17.0 38.1+1.1 100 100
MRO2 5 71 148+ 104 194 +15.5 52.5+17.1 87.2
10 142 52.7+9.1 39.8+1.1 100 100
MRO3 5 71 100 0 100 100
10 142 100 432+35 100 100
MRO4 5 71 51.8 +£20.9 389+95 923+ 144 93.6
10 142 66.6 £5.23 50.8 +£2.3 100 100
Mentha spicata MSPI 5 71 100 14.4 +£10.7 100 96.8+3
10 142 100 55.9 100 100
MSP2 5 71 100 20.3 100 100
10 142 100 203+23 100 100
Mentha pulegium  MPUI 5 71 100 9.3+20.3 100 100
10 142 100 61.0+23 100 100
MPU2 5 71 100 27.1+16.7 100 100
10 142 100 38.1+£3.5 100 100
MPU3 5 71 100 46.6£59 100 100
10 142 100 71.1+7.1 100 100
Mentha piperita MPI1 5 71 100 296+ 1.1 84.1+17.7 74.4
10 142 100 364 +8.3 100 100
MpPI2 5 71 66.6 5.9 +10.7 100 100
10 142 25.9 42+323 100 100

* M. rotundifolia (MRO), M. spicata (MSP), M. pulegium (MPU), and M. piperita (MPI)
® Duration of growth

which has an MIC of 36 x 103 pl/ml air against B. cinerea. We  be correlated with both their chemical compositions and statis-
observed an MIC between 36 and 142 x 103 pl/ml air for tical results. Oils dominated by alcohols (MPI1 and MPI2 and
M. spicata, M. pulegium, and M. piperita. These results can MPU3), aldehydes and ketones (MRO3, MSP1, MSP2,

Table 4 Minimal inhibitory .
concentration of Mentha essential Mentha species

Minimal inhibitory concentration (x 10° ptl/ml air)

oils from Algeria

Botrytis cinerea Monilinia fructigena Monilinia laxa
Mentha rotundifulia MROI > 142 142 142
MRO2 > 142 142 142
MRO3 36 142 142
MRO4 > 142 142 142
Mentha spicata MSPI 71 71 142
MSP2 71 71 71
Mentha pulegium MPUI 36 71 71
MPU2 71 71 71
MPU3 36 71 71
Mentha piperita MPI1 36 142 142
MPI2 36 71 71

* M. rotundifolia (MRO), M. spicata (MSP), M. pulegium (MPU) and M. piperita (MPI)
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MPU1, MPU2, and MPU3) exhibited an interesting inhibition
again the fungi tested, in contrast to MRO1 and MRO2 which
were rich in oxide compounds and were less active. On the
basis of these results, we suggest that the most interesting ac-
tivity of Mentha essential oils was due to alcohol, aldehyde, and
ketone compounds, like linalool in M. piperita; carvone in
M. spicata; and pulegone, menthone, and neo-menthol in both
M. pulegium and M. rotundifulia. Those results were in accor-
dance with the results published recently and demonstrated
strong activities of molecules like iso-menthose, pulegone,
carvone, piperitone, piperitone oxide, and piperitenone oxide
present in essential oils of M. spicata and M. pulegium, as good
activities against insect pests (Leptinotarsa decemlineata,
Spodoptera littoralis, and Myzus persicae), root-knot nema-
todes (Meloydogine javanica), and plants (Lactuca sativa,
Lolium perenne, Solanum lycopersicum) (Santana-M¢ridas
et al. 2017). In addition, we suggest that these molecules can
significantly inhibit the growth of fungi, especially Molilinia
sp. and B. cinerea, and to a lesser degree P. expansum.

Conclusions

The aerial parts of the Algerian Mentha species produce one
type of essential oil dominated by oxygenated compounds;
however, the oils can be classed in three different groups.
The most important group is characterized by ketone com-
pounds like carvone, menthone, and pulegone and the second
by alcohol compounds like linalool and neo-menthol. Finally,
the third group was characterized by oxide compounds like
piperitenone oxide and piperitone oxide.

The Mentha essential oil activity was very interesting and
almost all the oils tested demonstrated a strong inhibition
against the fungi studied except for P. expensum where the
activity was moderate. Thus, the Mentha essential oils could
be considered as a good bio-control agent to protect fruit trees,
such as apple and pear trees, which are known targets for fungi
like Molilinia sp. and B. cinerea, and as an alternative to
chemical pesticides, to treat trees infected with these fungi.
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Abstract

Chemical composition of the essential oils of three subspecies of Algerian Thymus ciliatus,
(T. ciliatus subsp. munbyanus, T. ciliatus subsp. eu-ciliatus and T. ciliatus subsp. coloratus)
aerial parts have been investigated using Gas Chromatography/Retention Indices (GC/RI) and
GC-Mass Spectrometry (GC/MS). GC and GC/MS analysis allowed the identification of 68
compounds accounting for 99.3%, 99.7% and 98.2% of collective essential oils of subsp.
munbyanus, subsp. eu-ciliatus and subsp. coloratus respectively. The main components of
three collective oils were: o-terpenyl acetate (51.7%), a-terpineol (9.7%), borneol (6.8%),
bornyl acetate (5.2%) and limonene (4.1%) for subsp. munbyanus; carvacrol (65.7%), y-
terpinene (13.6%) and p-cymene (7.9%) for subsp. eu-ciliatus and camphor (25.9%), myrcene
(16.9%), 1,8-cineole (6.5%), camphene (6.2%), 6-cadinene (5.7%) and limonene (5.6%) for
subsp. coloratus. Intra-species variations of chemical compositions of essential oil from thirty
five Algerian samples of various locations were also investigated using statistical analysis.
The sample oils were discriminated in three main clusters confirming that there is a relation
between the chemical compositions of essential oil and taxonomical differentiation between
the three subspecies. These results confirm chemotaxonomic differentiation of all subspecies

of T ciliatus based on chemical variability of essential oils of each of them.

Keywords: T. ciliatus subsp. munbyanus, T. ciliatus subsp. eu-ciliatus, T. ciliatus subsp.

coloratus, essential oils, chemical variability, chemotaxonomic characters.
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Introduction

Thymus (Tourn.) L. genus belongs to the Lamiaceae family and consists of about 220 species of
perennial, aromatic herbs and subshrubs native to Europe and North Africa [1]. This genus is
very complex from the taxonomical and systematic points of view, demonstrating significant
polymorphism both at inter and intra-specific level not only in morphological characteristics
but also in composition of essential oils [2].

Various types of thyme are used all over the globe as condiments, ornamentals and sources of
essential oil. Thyme oil (distilled from its leaves) is among the world's top ten essential oils,
displaying antibacterial, antimycotic, antioxidative, food preservative and mammalian age-
delaying properties. Because of the wide variety of its applications, the demand for thyme oil
is growing; hence thyme commands an important place in an expanding world market [3].

In Algeria the genus Thymus is represented by twelve species and three subspecies [4]. Nine
species are endemic and only one (7. ciliatus) is reported with three subspecies [4].

Thymus ciliatus Desf. an endemic plant of North Africa was reported in literature with three
subspecies: subsp. eu-ciliatus Maire, common throughout Algeria; subsp. coloratus (Boiss. et
Reut.) Batt. common in Tell of Algeria, and subps. munbyanus (Bois. et Reut.) Batt. quite rare
and localized only in Western Algeria (the Oranais and the Hauts-Plateaux) [4].

Recently Ramon Morales [1] in the book of Thyme: The genus Thymus edited by Elisabeth
Stahl-Biskup and Francisco Saez [3], has established a recent classification of thyme in the
world, in which it was considered that the subspecies of Thymus ciliatus could be considered
as species in their own right and thus gave the names Thymus ciliatus, Thymus munbyanus
and Thymus coloratus, indicating that these three species could easily hybridize to each other.
In the same book, Elisabeth Stahl-Biskup [5] indicated that the botanical differentiation
between the three species would be very difficult to make and that the chemical composition

could help to make this classification, hence the notion of chemotaxonomy [5].

http://mc.manuscriptcentral.com/ff]



©CoO~NOUTA,WNPE

Flavour and Fragrance Journal

T. ciliatus is a small shrub, 10 to 30 cm tall, with tetragonal, ramified and prostrated stems. It
has different floral leaves of the stem leaves, generally strongly dilated at their lower part,
with large flowering spikes of 16-20 mm. The flowers are larger at corolla longer exserted.
The only difference between the three sub-species is flowering. The flowers of the subsp. eu-
ciliatus are very large, red or purple 10 mm long, with linear leaves ciliated on margins and
floral largely oval, present in lawns and brush regions. The subsp. coloratus shows flowers
not exceeding 7-8 mm, usually paler, with floral leaves more or less stained with purple at
least at the base. Both subspecies eu-ciliatus and coloratus were present in lawns and brush
regions. Finally, the subsp. munbyanus presents green floral leaves [4].

Very recently, Bendif et all [6], reported chemical composition of essential oil of Thymus
munbyanus subp. coloratus from Algeria. This author indicated that 7. munbyanus includes
three subspecies, namely subsp. abylaeus (Front Quer & Maire), subsp. ciliatus (Desf.)
Greuter & Burdet, and subsp. coloratus (Boiss. & Reut.) Greuter & Burdet in according to
Plant List Database from 2013 [7]. The same Database reported that 7. ciliatus (Desf.) Benth.,
is a synonym of 7. munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet [= T. ciliatus subsp.
eu-ciliatus Maire]; T. coloratus Boiss. & Reut. is a synonym of 7. munbyanus subsp.
coloratus (Boiss. & Reut.) Greuter & Burdet [= T. ciliatus subsp. coloratus (Boiss. et Reut.)
Batt.]; and T. munbyanus Boiss. & Reut. is a synonym of 7. munbyanus subsp. munbyanus [=
T. munbyanus subsp. abylaeus (Font Quer & Maire), = T. ciliatus subsp. munbyanus (Bois. et
Reut.) Batt.] [4] [7].

Many works deal with the chemical composition of the aerial part essential oils of Thymus
genus. To our knowledge eighteen works deals with chemical composition of essential oil of
T. ciliatus, species, subspecies and synonyms [6] [8-24]. Table 1 report name, origin, and
major components of all essential oil reported in literature. Only one ancient work (1967)

reported three different composition without specify any information about subspecies or
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variability [17]. To the best of our knowledge no work deal with comparison between
chemical composition of essential oils of three subspecies of Thymus ciliatus, or their
synonyms, from North-Africa including Algeria.

In the course of our characterization of Mediterranean aromatic plants [25-34], we reported
from the first time chemical composition of three subspecies of Thymus ciliatus: subsp. eu-
ciliatus, subsp. coloratus and subsp. munbyanus essential oils using combination of capillary
GC(RI) and GC/MS. The chemical variability of the essential oils of 35 specimens of all
subspecies harvested in western Algeria was examined using statistical analysis. A
comparison between chemical composition of three subspecies and also between our results
and literature data of all T. ciliatus, T. munbyanus and T. coloratus species and subspecies

were discussed.

Experimental

Plant Material and Essential Oil Isolation

The aerial parts of subspecies of 7. ciliatus Desf. from western Algeria were collected at the
flowering stage (March to July 2015) from 35 locations (S1 — S35) widespread in the different
geographical distribution from Tlemcen Department. Voucher specimens were deposited both
in the herbarium of the University of Tlemcen and National Park of Tlemcen. The
geographical origin of the different samples and the voucher number of each specimen
analyzed are listed in Fig. 1. Essential oils were obtained from fresh aerial parts by
hydrodistillation for 3 h using a Clevenger-type apparatus according to the FEuropean
Pharmacopoeia [35], yielding (w/w) yellow essential oils: 0.84 — 1.38% from subsp.

munbyanus, 0.49 — 0.96% from subsp. eu-ciliatus and 0.29 — 0.58% from subsp. coloratus.

Oil Fractionation
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The three collective oils called HEColll, HEColl2 and HEColl3 were obtained by pooling
each individual oils from same subspecies (S1 — S8) for subsp. munbyanus; (S9 — S23) for
subsp. eu-ciliatus and (S24 — S35) for subsp. coloratus. All collective oils (1 g for each oil)
were consecutively submitted to flash chromatography on a normal phase silica column (FC,

silica gel 200-500 pm). The apolar fractions (hydrocarbon compounds: 0.14g; 0.33g and
0.57g respectively for subsp. munbyanus, subsp. eu-ciliatus and subsp. coloratus) were eluded
with pentane (n-CsH;;) and polar fractions (oxygenated compounds: 0.79g; 0.61g and 0.36g
respectively for subsp. munbyanus, subsp. eu-ciliatus and subsp. coloratus) were eluded with

diethyl ether (Et,O). All fractions were analyzed by GC and GC/MS.

GC Analysis

The GC analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 600 apparatus (Walton, MA,
USA) equipped with a single injector and two flame-ionization detectors (FIDs) for
simultaneous sampling to two fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm i.d., film
thickness 0.25 um; Restek, Bellefonte, PA, USA) with stationary phases of different polarity,
i.e. a nonpolar Rex-1 (polydimethylsiloxane) and a polar Rix-Wax (polyethylene glycol). The
oven temperature was programmed rising from 60 to 230° at 2°/min and then held isothermal
at 230° for 30 min; injector temp., 280°; detector temp., 280°; carrier gas, H, (0.7 ml/min);
split ratio, 1:80; injected volume, 0.1 pl. The retention indices (RIs) of the compounds were
determined rel. to the retention times (tr) of a series of n-alkanes (Cs — C;p; commercial soln.

obtained from Restek, Bellefonte, PA, USA) using the Van den Dool and Kratz equation.

GC/MS Analysis

The essential oils and the fractions obtained by CC were investigated using a Perkin Elmer

TurboMass quadrupole detector directly coupled to a Perkin Elmer AutoSystem XL (Walton)
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equipped with the two same fused-silica cap. columns as described above. Both columns were
used with the same MS detector. The analyses were consecutively carried out on the nonpolar
and on the polar column. Hence, for each sample, two reconstructed ionic chromatograms
(RIC) were provided, which were investigated consecutively. The GC conditions were the
same as described above, and the MS parameters were as follows: ion-source temp., 150°;
ionization energy; 70 eV; EI-MS spectra acquired over a mass range of 35 — 350 uma during a

scan time of 1 s. The injection volumes for the oil and the fractions were 0.1 and 0.2 pl, resp.

Component Identification

Identification of the components was based i) on the comparison of their GC retention indices
(RI) on nonpolar and polar columns, determined to the retention time of a series of n-alkanes
with linear interpolation, with those of authentic compounds or literatures data [36] [37]; ii)
on computer matching with commercial mass spectral libraries [38] and comparison of

spectra with those of our laboratory-made library.

Component Quantification

The quantification of the essential oil components was performed using methodology reported
by Bicchi et al. [39], and adapted in our laboratory [40]. Briefly, component quantification
was carried out using peak normalization, including FID response factors (RFs) relative to

tridecane (0.7 g/100g) used as internal standard and expressed as normalized % abundance.

Statistical Analysis
Chemical data analyses were performed using Principal Component Analysis (PCA) and
Cluster Analysis (CA). Both methods aim at reducing the multivariate space in which oil

samples are distributed but both methods are complementary in their ability to present results
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[41] [42]. Indeed, PCA provides the data for diagrams in which both objects (oil samples) and
variables (oil components) are plotted while canonical analysis informs a classification tree in
which objects (sample locations) are gathered. PCA was carried out using function ‘PCA’
from the statistical R software. The variables (volatile components) have been selected using
function from the statistical software. The Cluster Analysis produced a dendrogram (tree)
using the Ward’s method of hierarchical clustering, based on the Euclidean distance between

pairs of oil samples.

Results and Discussion

Harvest Locations

Aerial parts of three subspecies of 7. ciliatus Desf. were collected from 35 locations (S1 —
S35) widespread in Tlemcen Department from western Algeria. Fig. 1 report geographical

distribution of 7. ciliatus Desf. subspecies samples from western Algeria.

Composition of T. ciliatus Essential Oils

Preliminary analysis of 35 Algerian essential oil samples (8 simples for subsp. munbyanus, 15
simples for subsp. eu-ciliatus and 12 simples for subsp. coloratus) showed significant
qualitative and quantitative difference in GC chromatograms between subspecies samples.
Only quantitative and no qualitative different were found in samples of same subspecies.
Therefore, in order to carry out a detailed analysis, we pooled all similar essential oil samples
to produce three Collective oils samples. They were then fractioned using column
chromatography (CC) and reanalyzed using GC and GC/MS. The quantification of all three
collective oils expressed in normalized % abundances and the maximum and minimum

abundances are listed in Table 2. We checked that the compounds identified in the CC
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fractions were in the individual oil samples (Supplementary Material Table), by comparing
their retention indices (RI,, Rl,) and their electronic impact-mass spectra (EI-MS).

GC and GC/MS analysis of T ciliatus subsp. munbyanus collective oil (HEColl1) allowed the
identification of 51 compounds accounting for 99.3%. HEColll was dominated by
oxygenated compounds (82.3%), exclusively constituted by monoterpenes (81%). The main
components were o-terpenyl acetate (51.7%), a-terpineol (9.7%), borneol (6.8%), bornyl
acetate (5.2%) and limonene (4.1%). GC and GC/MS analysis of 7. ciliatus subsp. eu-ciliatus
collective oil (HEColl2) allowed the identification of 29 compounds accounting for 99.7%.
HEColl2 was dominated by monoterpenes oxygenated compounds (68.4%) and monoterpenes
hydrocarbons (28.9%). The main components were carvacrol (65.7%), y-terpinene (13.6%)
and p-cymene (7.9%). GC and GC/MS analysis of T. ciliatus subsp. coloratus collective oil
(HEColl3) allowed the identification of 41 compounds accounting for 98.2%. HEColl3 was
constituted by 55.1% of hydrocarbon compounds (37.9% of monoterpenes and 17.2% of
sesquiterpenes) and 43.1% of oxygenated compounds, especially monoterpenes (40.3%). The
main components were camphor (25.9%), myrcene (16.9%), 1,8-cineole (6.5%), camphene
(6.2%), o-cadinene (5.7%) and limonene (5.6%) (See Table 2). All compounds were
identified by comparing their EI-MS and retention indices with references compiled in the in-
house library. In total we identified in species of T. ciliatus from Algeria 68 compounds: 40
hydrocarbon compounds (20 monoterpenes, 18 sesquiteprenes and 2 diterpenes) and 28

oxygenated compounds (21 monoterpenes, 3 sesquiterpenes and 4 non-terpenic compounds).

Comparison between subspecies
Each of the three subspecies had a different chromatographic profile than the other
subspecies. Table 3 present the difference between subspecies. Subsp. munbyanus was more

dominated by oxygenated compounds (21 compounds accounting for 82.3%) like other (8
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compounds for 68.4% and 14 compounds for 43.1% respectively for subsp. eu-ciliatus and
subsp. coloratus). All three subspecies were rich in oxygenated monoterpenes compounds,
more in subsp. munbyanus (15 compounds for 81%) and subp. eu-ciliatus (8 compounds for
68.4%) than the subsp. coloratus (10 compounds for 40.3%). Only subsp. coloratus was rich
in hydrocarbon compounds (27 compounds for 55.1%) than subsp eu-ciliatus (21 compounds
for 31.3%) and subsp. munbyanus (30 compounds for 17%). Only subsp. coloratus present an
interesting % of hydrocarbon sesquiterpenes compounds (14 compounds for 17.2%) than the
others (13 compounds for 2.8% and 4 compounds for 2.1% respectively for subsp. munbyanus
and subsp. eu-ciliatus). Finely the three subspecies oils were characterized by different class
function of compounds. Subsp. munbyanus was dominated by esters components (4
compounds for 57.6%), subsp. eu-ciliatus was dominated by alcohols components (6
compounds for 68.1%) and subsp. coloratus was characterized by the presence of aldehydes
and cetones components (3 compounds for 26.2%). These results clearly demonstrate that the
chemical composition of the essential oils of the three subspecies is very different from each
other.

Finally, all three subspecies oils exhibit different aroma and fragrance probably due to their
difference of major compounds. 7. ciliatus subsp. munbyanus present sweet herbaceous
fragrance with floral fresh lavender nuances, somewhat minty odor with woody flavors. T.
ciliatus subsp. eu-ciliatus present phenolic herbaceous odor with a spicy undertone. 7. ciliatus
subsp. coloratus present fresh, diffusive camphoraceous-cool odor with warm-minty
fragrance. In the other hand, essential oils yields (w/w) in subsp. munbyanus (0.84 — 1.38%),
were more important than subsp. eu-ciliatus (0.49 — 0.96%) than subsp. coloratus (0.29 —

0.58%) (See Table Supplementary Material).

Comparison with literature Data
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Table 1 regroups all Data reported in literature. Eighteen works reported chemical
composition of essential oils of 7. ciliatus specie and subspecies [6] [8-24]. Teen works
reported chemical composition of 7. ciliatus from Algeria and Morocco with different
composition mostly dominated by thymol [8-14], carvacrol [15] and viridiflorol [16], and
three works reported chemical composition of T. munbyanus from Algeria dominated by
thymol [23] [24] and carvacrol [22]. All this thirteen works not specify subspecies
classification. Only five works indicated subspecies, all from Algeria. Two about T.
munbyanus subsp. ciliatus dominated by carvacrol [20] [21], one about T. ciliatus subsp. eu-
ciliatus dominated by carvacrol [18], one about T. ciliatus subsp. coloratus dominated by
thymol, and finely one about 7. munbyanus subsp. coloratus dominated by borneol [6] (See
Table 1). Only one work, reported in 1967, and cited three different chemical compositions of
T. ciliatus from Morocco, without specify any information about subspecies [17]. This work
indicated the difficulty to differentiate subspecies of 7. ciliatus, and reported three oils
dominated by thymol, camphor and o-terpinyl acetate.

In comparison between literature and our result, we found the same result of essential oil 7.
ciliatus subsp. eu-ciliatus reported in literature [18], dominated by carvacrol (more than 70%)
and y-terpinene and p-cymene. This is also the same result reported from 7. munbyanus subsp.
ciliatus [20] [21]. This is in according with literature Data who indicated that 7. ciliatus
subsp. ciliatus is synonym of T. munbyanus subsp. ciliatus [4] [7].

The only reference cited camphor and o-terpinyl acetate as major compounds from 7. ciliatus
was reported in Morocco in 1967, without specify subspecies [17]. This is the two same major
compounds funded in our analysis for respectively subsp. coloratus and subsp. munbyanus.
There are also reference reported chemical composition of essential oil of 7. munbyanus
subsp. coloratus, who reported borneol, camphor, camphene and 1,8-cineole as major

components [6]. This result is quite similar to our result about 7. ciliatus subsp. coloratus
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with difference in abundance of borneol. The other Data of literature reported thymol as major
compound in most reference and never find in our result, except small presence in our subsp.
eu-ciliatus. To our knowledge, this is the first report of camphor and a-terpinyl acetate as
major compounds from 7. ciliatus subspecies. These two compounds have been find as major
compounds in Thymus genus, as well as reported in review edited by Stahl-Biskup [43].
Camphor was previously reported as major compound in 7. ciliatus (Desf.) Benth., T.
pallidus, T. granatensis Bois. and T. vulgaris L. [43]. a-terpinyl acetate was previously
reported as major compound in 7. ciliatus (Desf.) Benth., T. praecox Opiz subsp. arcticus, T.

pulegioides L. T. zygis L. and T. godayanus [43]

Chemical Variability of essential oils of T. ciliatus subspecies

Normalized percentage abundances of all identified components were used for statistical
analysis (Table Supplementary Material). Relationship between the chemical composition of
oils and subspecies differentiation were studied, using principal component analysis (PCA)
and cluster analysis (CA) applied to a matrix linking essential oil compositions and the
samples localities (Fig. 2 and 3). As shown in Fig. 2, PCA constructed using axes 1 and 2
accounted for 98.54% of the variance. First dimension (Dim1) was positively correlated with
major components of all simple oils of subsp. coloratus and all sample oils of subsp.
munbyanus, and negatively correlated with major components of all simple oils of subsp. eu-
ciliatus. The plot suggests that there are three main groups (Fig. 2) in accordance with general
structure of the dendrogram obtained from the CA (Fig. 3): Group I included 8 stations (S1 —
S8), group II included 12 stations (S24 — S35) and group III included 15 stations (S9 — S23).
Sample oils of group I were characterized by high amount of camphor, myrcene, 1,8-cineole,

camphene, limonene and 6-cadinene. Sample oils of group Il were characterized by major

components a-terpenyl acetate, borneol, a-terpineol and bornyl acetate. Finely sample oils of
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group III were dominated by high amount of carvacrol, p-cymene and y-terpinene (See Table
supplementary Material). The statistical distribution of the oil samples demonstrated
correlation between the chemical composition of individual oil samples and different
subspecies. Group I regrouped all specimens of subsp. munbyanus, group Il regrouped all
samples of subsp. coloratus and group 111 regrouped all samples of subsp. eu-ciliatus.

Samples of group I (subsp. munbyanus) were collected only in one region from mountains of
Tlemcen (see Fig. 1) and never find in other geographical distribution in which we sampled.
No importance variations were found in chemical composition within this subspecies, with
always the presence of a-terpenyl acetate as major component (more than 50% in all
samples). The literature indicated that this subspecies was quite rare and localized only in
western Algeria [4]. About samples of group II (subsp. coloratus) and group III (subsp. eu-
ciliatus), we collected samples in different geographical distribution from western Algeria
especially from Mediterranean area and mountains of Tlemcen (see Fig. 1). All these regions
were characterized by different nature of the soils and climates, however, no significant
variations on essential oils composition in the same subspecies were detected. Subsp.
coloratus oils were always characterized by camphor and myrcene as major components, and
subsp. eu-ciliatus oils were always dominated by carvacrol (more than 60%) as major

compound.

Conclusion

The present study investigated, for the first time, the chemical composition and variability of
all subspecies of 7. ciliatus essential oils from western Algeria. Visual differentiation between
the three subspecies is very difficult to achieve. On the other hand, it is very easy to
differentiate qualitatively and quantitatively between the chemical compositions of the

essential oils of the three subspecies. It is in this perspective that the taxonomic differentiation
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between the three subspecies of 7. ciliatus can be correlated with chemical composition of
essential oils and done using chemotaxonomic approach by studying the chemical variability
of the various essential oils of species. Probably 7. ciliatus subsp. munbyanus is rare and
much localized, and according to our observations, the subspecies is threatened with
disruption. This work was carried out in collaboration with the National Park of Tlemcen
(NPT), which has just described it as a threatened species and, following this work, the NPT

is about to launch a program to preserve it and multiply it in their nursery.

Supplementary Material

Table supplementary material.
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Table 1. Data of previous chemical investigations of essential oils of species and subspecies of Thymus ciliatus

Species and subspecies Origins Ref. Year® N°° Main Components (%)
Thymus ciliatus (Desf.) Algeria [8] 2017 1 thymol (62.41%), p-cymene (15.51%), carvacrol (6.12%)
Algeria [9] 2013 1 thymol (54.98%), y-terpinene (11.33%), p-cymene (6.66%) and carvacrol (4.96%)
Morocco  [10] 2010 1 thymol (44.2%), E-B-ocymene (25.8%), a-terpinene (12.3%)
Morocco  [11] 2010 1 thymol (44.2%), E-B-ocymene (25.8%), a-terpinene (12.3%)
Algeria [12] 2014 1 thymol (57.66%), carvacrol (16.19%), o-ocimene (12.04%), y-terpinene (6.42%)
Algeria [13] 2009 1 thymol (79.1%), p-cymene (5.6%), carvacrol (4.4%)
Algeria [14] 2008 1 thymol (60.52%), y-terpinene (9.45%), p-cymene (8.10%)
Morocco  [15] 2012 1 carvacrol (26.2%), p-cymene (19.6%), thymol (17.3%), y-terpinene (14.6%)
Morocco  [16] 2014 1 wviridiflorol (16.12%), a-pinene (8.75%), camphor (7.50%), nerolidol (6.95%)
Morocco  [17] 1967 1 thymol
Morocco  [17] 1967 1 camphor
Morocco  [17] 1967 1 o-terpinyl acetate
T. ciliatus subsp. eu-ciliatus Algeria [18] 2007 8  carvacrol (72.4-80.3%), y-terpinene (1.6 - 7.8%), p-cymene (4.2 - 7.2%)
T. ciliatus subsp. coloratus Algeria [19] 2016 3 thymol (21.02-33.39%), carvacrol (24.16-30.85%), y-terpinene (5.58-10.97%)
T. munbyanus subsp. ciliatus Algeria [20] 2015 1 carvacrol (71.4%), p-cymene (8.3%), y-terpinene (5.9%)
T. munbyanus subsp. ciliatus Algeria [21] 2013 1 carvacrol (80.1%), p-cymene (7.1%), y-terpinene (4.2%)
T. munbyanus subsp. coloratus Algeria [6] 2017 2 borneol (31.2-44.8%), camphor (5.7-13.6%), camphene (3.6-7.5%), 1,8-cineole (4.2-6.0%)
T. munbyanus Algeria [22] 2012 1 carvacrol (35.2%), thymol (18,5%), y-terpinene (7.0%)
T. munbyanus Algeria [23] 2006 1 thymol (37.7%), p-cymene (14.2%), y-terpinene (10.1%), myrcene (7.1%)
T. munbyanus Algeria [24] 2015 1 thymol (52.0%), y-terpinene (11.0%), p-cymene (8.5%), carvacrol (5.2%)

2 References in manuscript; ° year of publication; © number of sample
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Table 2. Chemical composition of essential oils of T. ciliatus subspecies from Algeria

Thymus ciliatus®

subsp. munbyanus

subsp. eu-ciliatus

subsp. coloratus

No Compound name and class® IRL," RIS RI,,d HEColll Min Max HEColl2 Min Max HEColI3 Min Max Identification
1 tricyclene 921 923 1020 0.5 0.1 0.8 RI, MS
2 a-thujene 922 925 1023 0.3 tr 0.7 0.6 0.1 09 0.8 0.5 09 RI, MS
3  a-pinene 931 933 1022 1.6 1.5 2 0.6 03 08 3.1 2.1 32 RI, MS
4 camphene 943 946 1066 32 29 35 0.1 tr 0.2 6.2 53 73 RI, MS
5 thuja-2,4(10)diene 946 947 1120 0.1 tr 0.2 RI, MS
6 oct-1-en-3-ol 959 956 1446 0.1 tr 0.1 0.3 0.1 04 RI, MS
7 sabinene 964 962 1120 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.6 0.1 tr 02 RI, MS
8 B-pinene 970 967 1110 0.1 tr 0.1 0.1 r 03 1.7 14 22 RI, MS
9 1,8-dihydro-cineole 979 977 1190 1 08 13 RI, MS
10 myrcene 976 980 1159 1.3 1.2 2 2.4 14 3.6 16.9 14.4 18.2 RI, MS
11 a-phellandrene 997 998 1164 0.3 0.1 04 RI, MS
12 3-carene 1005 1006 1147 0.1 tr 0.1 RI, MS
13 a-terpinene 1008 1010 1178 0.1 0.1 02 2.1 1.1 2.6 0.3 tr 0.6 RI, MS
14 p-cymene 1011 1013 1268 0.1 tr 0.1 7.9 5.6 98 0.3 02 05 RI, MS
15 limonene 1020 1021 1206 4.1 34 5.1 5.6 44 6.1 RI, MS
16 1,8-cineole 1020 1021 1215 2.9 22 32 6.5 57 72 RI, MS
17 B-phellandrene 1021 1021 1208 0.5 03 0.6 RI, MS
18 Z-B-ocimene 1024 1026 1230 0.1 0.1 0.1 tr tr 0.1 0.1 tr 0.2 RI, MS
19 E-B-ocimene 1034 1037 1247 1.5 1.4 1.8 0.1 tr 0.1 1.9 14 24 RI, MS
20 y-terpinene 1047 1049 1243 0.4 02 05 13.6 9.6 14.2 0.5 04 0.6 RI, MS
21 p-cymenene 1075 1072 1430 0.1 tr 0.1 RI, MS
22 terpinolene 1078 1078 1280 0.5 03 0.7 0.2 tr 03 0.4 0.3 0.6 RI, MS
23 linalool 1081 1082 1544 0.8 03 09 2.1 1.6 2.7 RI, MS
24 nonanal 1081 1082 1390 0.5 04 05 RI, MS
25 cis-hydrate sabinene 1083 1082 1541 0.3 02 03 RI, MS
26 1-octen-3-yl acetate 1095 1092 1376 0.7 0.5 0.8 RI, MS
27 p-mentha-1,3,8-triene 1101 1103 1433 0.1 0.1 0.2 RI, MS
28 perillene 1098 1095 1713 0.3 02 03 RI, MS
29 camphor 1123 1120 1517 1.4 1.1 1.7 25.9 235 28.8 RI, MS
30 trans-pinocarveol 1125 1122 1650 0.4 0.1 0.7 0.6 04 08 RI, MS
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

cis-verbenol
pinocarvone
borneol
terpinen-4-ol
Myrtenal
a-terpineol
trans-carveol
cis-3-hexenyl-2-methyl butyrate
carvone

thymol

carvacrol

thymyl acetate
carvacryl acetate
bornyl acetate
a-terpenyl acetate
a-cubebene
a-copaene
B-bourbonene
B-elemene
isocaryophyllene
a-gurjumene
E-B-caryophyllene
E-p-farnesene
a-humulene
y-muurolene
germacrene D
B-selinene
bicyclogermacrene
B-bisabolene
y-cadinene
o-cadinene
a-cadinene
E-o-bisabolene
caryophyllene oxyde
Tau-cadinol

1127
1136
1148
1161
1172
1179
1196
1220
1222
1266
1278
1330
1346
1269
1336
1350
1379
1385
1388
1407
1413
1420
1448
1456
1471
1480
1483
1492
1500
1507
1516
1532
1532
1576
1632

1127
1137
1149
1160
1169
1175
1196
1220
1223
1267
1280
1328
1344
1268
1336
1347
1376
1382
1386
1405
1410
1418
1445
1453
1469
1479
1487
1489
1500
1505
1514
1530
1532
1572
1634
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1650
1558
1698
1600
1628
1700
1832
1457
1739
2189
2219
1820
1874
1575
1681
1452
1488
1515
1589
1571
1524
1591
1661
1665
1681
1692
1712
1727
1720
1752
1752
1740
1753
1980
2169
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0.5
0.1
6.8
0.6
0.1
9.7
0.2

0.1

5.2
51.7

0.2
0.1
tr
tr
0.1
0.5
tr

0.3
0.1

0.1
0.7
0.2
0.5

0.3
0.1

0.5 038
0.1 0.1
59 74
03 0.8
tr 0.1
7.8 10.3
0.1 03
tr 0.1
0.1 0.1
43 6.2
50.6 54.3
0.1 0.2
0.1 0.1
tr tr
tr tr
0.1 0.2
03 05
tr 0.1
0.1 04
tr 0.2
tr 0.1
04 08
0.1 03
03 0.6
03 04
tr 0.1

0.3
0.9

0.1

0.3
65.7

0.1

0.2

1.8

0.1

0.1

0.1

0.1
0.5

tr

0.2
61.6
tr
tr

1.3

0.1

tr

tr

0.5
1.5

0.2

0.4
70.4
0.1
0.4

2.8

0.1

0.1

0.1

0.2
2.1
1.3

1.1

0.2
0.2
0.7
0.6
0.3

0.1
22
0.5

34
0.7
0.9

0.5
0.7
5.7
0.7

1.2

0.1
1.1
0.9

0.5

tr
0.1
0.4
0.4
0.1

tr
1.6
0.3

3.1
0.4
0.3

0.2
0.4
4.6
0.5

0.7

0.2
2.3
1.6

1.3

0.2
0.2
0.8
0.8
0.4

0.3
2.5
0.5

3.8
0.7
1.2

0.7
0.9
6.7
1.2

1.6

RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
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1

2

3

4

5 66 a-bisabolol 1672 1669 2217 0.1 tr 0.1 0.8 0.6 12 RI, MS

6 67 abietatriene 2042 2039 2493 0.2 tr 0.2 RI, MS

7 68 abieta-7,13-diene 2080 2077 2457 0.1 tr 03 RI, MS

8 Total Identification % 99.3 99.7 98.2

9 Hydrocarbon compounds 17 31.3 55.1

10 Monoterpene hydrocarbons 14.2 28.9 37.9

11 Sesquiterpene hydrocarbons 2.8 2.1 17.2

12 Diterpene hydrocarbons 0 0.3 0

13 Oxygenated compounds 82.3 68.4 43.1

14 Oxygenated monoterpenes 81 68.4 40.3

ig Oxygenated sesquiterpenes 0.5 0 2

17 Non-terpenic oxygenated compounds 0.8 0 0.8

18 * Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). Bold types refer t(? main compounds. " Retention indices of literature on the apolar column (IRIa)
19 reported from [36]. ¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). © Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). © Collective oils (HEColll
20 to 3): Mixture of all Algerian T. ciliatus essential oils from each subspecies. Quantification was carried out using RFs relative to tridecane as internal standard.
21 %: Normalized Percentages are given on the apolar column except for components with identical Rla (percentages are given on the polar column), tr = trace
22 (< 0.05%). Sample oils: Minimal and maximal normalized percentages (%) from all sample oils of each subspecies are given on the apolar column except for
23 components with identical Rla (percentages are given on the polar column), tr = trace (< 0.05%). The chemical compositions of all individual samples were
24 tabulated in Supplementary Material. © RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in electronic impact mode. All compounds were identified by
25 comparing their EI-MS and retention indices with references compiled in the in-house library.
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27

28
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Table 3. Normalized percentage abundances from class compounds and function of Algerian 7. ciliatus subspecies essential oils

Flavour and Fragrance Journal

Thymus ciliatus subsp.

munbyanus . coloratus
Class compounds® YV ciliatus
HEColll HEColl2  HEColl3
Hydrocarbon x° 30 21 27
Compounds % 17 31.3 55.1
x° 17 15 13
MH
%’ 14.2 28.9 37.9
x° 13 4 14
SH
%? 2.8 2.1 17.2
x° 0 2 0
DTH .
% 0 0.3 0
Oxygenated ¢ 21 8 14
Compounds % 82.3 68.4 43.1
x° 15 8 10
MO
% 81 68.4 40.3
>° 3 0 2
SO
%’ 0.5 0 2
¢ 3 0 2
NTO > d
% 0.8 0 0.8
x° 10 6 7
Alcohol
CcOnOS 0 18.8 68.1 8.3
Aldehydes and x° 4 0 3
Cetones A 1.7 0 26.6
Est x° 4 2 1
S %! 57.6 0.3 0.2
x° 3 0 3
Oxides d
% 42 0 8

* Monoterpene hydrocarbons (MH), Sesquiterpene hydrocarbons
(SH), Monoterpenes oxygenated (MO), Sesquiterpenes oxygenated
(SO), Non-terpenic oxygenated (NTO).
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> Algerian T. ciliatus subspecies: munbyanus, eu-ciliatus and
coloratus.

¢X Total number of specified components

494, Normalized % abundances, tr (Trace)
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Thymus ciliatus

7,
No? :o‘:i“;"“ Localities®  GPS Coordinates’  Yields® Alt.*
S1  TCMO945KAl Boughedoul  34°3242°N;1°2843°0 085 1164
£s2 ToMosssKa Bosghelou2  M4BIIN;IBWO 084 140
S[s3 TCMO945KA3 Boughedow3  3473234N;1°700 138 B
S [ss  ToMossskAs  AinSEal 34°3120°N;1°2955°0 122 1289
S ls5  TOMO94SKAS AinSEa2 34°3035°N;1°30'38°0 098 1367
Sls6  TeMOS4SKAS  Sebdosl 34°3459°N;1°2530°0 125 1040
S [s7 ToMossskaA7  Sebdow2 34°3551°N;1°23'59°0  0.87 999
S8 TCMO0945KAS  Sebdou3 34°3409°N;1°2649°0 096 1070
SS9 TCE-0%45-KAl koudia 34°5438"N;1°20'57°0 0.61 628
S10 TCE-0845KA2  Sidi Weryach  35°1110°N;1°3031'0 066 216
S11 TCE-0845KA3  SoukElKhemis 35°1019°N;1°3411"0  0.65 214
§12 TCE-0845KA4  Boukiou 3590256'N;1°3107°0  0.62 123
$13 TCE-0845KAS Tovnane 35°%0242N; 1°54'15"0 0.69 334
S |s14 TCE0%45KA6 BabTem 34°5739'N;1°4612°0 053 786
= [s15 TcE0s5KA7  Bounakta 34°5519°N; 145410 0.55 503
£ (516 TCE-095KAS OuedRiyad  34°S70SN;1'30030 049 297
= [s17 TcEosskAS  AinFerza 34°5337N;1°1329°0  0.56 840
-§ S18 TCE-0845KA10 Boughzal 34°4748°N;1°2900°0 076 907
% |s19 TCE-0n5KA11 Temekssala  34°4716N;1°3208°0 059 805
$20 TCE-0845KA12 AinGhoaba  34°4307°N;1°2326'0 063 879
$21 TCE-045KA13 Sebdon 34°3919°N;1°1945°0  0.61 885
§22 TCE-0845KAl4  Sidi Djillali 3472703°N;1°3426°0 096 1314
$23 TCE-045KA15 ElAbed 3472632°N;1°%4014°0 078 1230
§$24 TCC-0945.KA1  Sebrachioskh  35°0927°N;1°2040°0 033 524
$25 TCC-0945.KA2 BenSekrane  35°0423°N;1°1I'S8"0 037 418
$26 TCC-0945.KA3  Hemaya 34°5520°N;1°23'53°0 042 448
5 [s27 Toc-saskas Az 34°5929°N;1°1029°0 043 626
T [s28 Toc-94sKAS  Ainlser 34°4929°N;1°01'08°0 037 955
S [529 TCC-0945KA6  sebdou 34°4154N;1°1328°0 041 1039
S {530 TCC-0945KA7  Nedeouma 3590033°N;1°43'13°0 035 604
Z|s31 TCC-0945KAS  ElHowanst 34°5849'N;1°4636°0 039 777
Z [s32 Tec.0945KAS  Saba 34°4933°N;1°923°0 029 650
$33 TCC-0945KA10 Beni Snous 34°3854°N;1°3323°0  0.58 887
$34 TCC-0945KAl1l Temcen 34°5129°N; 1921770 0.51 909
§35 TCC-0945.KA12 Ouled Momoun 34°5349'N;1°0251"0 040 829

- Algeria
—

suby. eu iliatus
Subsp. coloratus
Subsp. munbyanus

* Sample codes

® Harvest localities

¢ Sample positioning
¢Yields [%] (w'w)

* Altitudes [m]

° 1% 0
——e ——
Kioméves

o0

Figure 1. Geographical distribution of T. ciliatus subspecies samples (S1 — S35) from western Algeria.
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Individuals factormap (PCA)
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11 a-terpenyl acetate S a-terpineol

Group | borneol

Group lll

Dim 2 (36.87%)

camphene

27 p-cymene ;
1,8-cineole

28 carvacrol

Group Il

|
|
1
'
'
|
|
'
'
'
|
|
|
[
'
|
'
|
'
'
|
\

33 ' myrcene '
34 -5 0 5

36 Dim 1 (61.67%)

38 Figure 2. PCA of chemical compositions of subspecies of 7. ciliatus essential oils. Distribution of variables (major of compounds corresponding
39 to those of Table (Supplementary Material) and distribution of samples (coding numbers of locations)
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Figure 3. CA of chemical compositions of 7. ciliatus subspecies essential oils from western Algeria
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1

2

3

4

5 Table Supplementary Material

6

7

8 Thymus ciliatus subsp. munbyanus Thymus

9 No Compoundnameandclassa IRL" RLS Rlpd S1 S2 S3 S4 S5 Se6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14

12 1 tricyclene 921 923 1020 0.1 0.8 0.8 0.4 0.5 0.3 0.7 0.8

12 2 o-thujene 922 925 1023 0.7 tr tr 0.3 0.5 0.2 0.1 0.5 0.1 0.7 0.7 0.4 04 0.3

13 3 oa-pinene 931 933 1022 1.6 1.7 1.8 2 1.9 1.8 1.7 1.5 0.5 0.6 0.6 0.3 0.5 0.6
4 camphene 943 946 1066 29 3.1 33 3.1 3 29 35 35 0.1 0.1 0.1 tr 0.1 0.1

14 5 thuja-2,4(10)diene 946 947 1120 0.2 tr 0.1 0.2 0.1 0.1 tr 0.1

15 6 oct-1-en-3-0l 959 956 1446 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 0.1 tr 0.1

16 7 sabinene 964 962 1120 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.4 0.3 0.3 0.3 0.2

17 8 PB-pinene 970 967 1110 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 tr tr 0.1 0.1 0.2 0.1 0.3 0.2 0.1

18 9 1,8-dihydro-cineole 979 977 1190 1 1 tr 0.8 1.1 1.3 0.8 1.2

19 10 myrcene 976 980 1159 1.2 2 tr 1.3 1.2 1.5 1.8 1.3 1.4 2.4 2 2.1 1.8 1.6

20 11 a-phellandrene 997 998 1164 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.1

21 12 3-carene 1005 1006 1147 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

22 13 a-terpinene 1008 1010 1178 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 1.9 2.3 1.8 2.6 2.5 2.1

23 14 p-cymene 1011 1013 1268 0.1 tr 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 tr 5.6 9.3 7 57 6.7 89

24 15 limonene 1020 1021 1206 34 4 3.6 37 39 51 45 42

25 16 1,8-cineole 1020 1021 1215 3 22 31 26 29 32 27 26

26 17 B-phellandrene 1021 1021 1208 0.4 0.6 0.5 0.3 0.5 0.4

27 18 Z-B-ocimene 1024 1026 1230 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 tr tr tr 0.1 0.1 tr

28 19 E-B-ocimene 1034 1037 1247 1.5 1.8 1.5 1.4 1.6 1.6 1.5 1.6 0.1 0.1 0.1 tr 0.1 0.1

ég 20 y-terpinene 1047 1049 1243 0.5 0.4 0.5 0.5 0.4 0.5 0.2 0.4 134 128 9.6 109 133 142

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45
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carvacrol

y-terpinene
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T. Ciliatus subsp. mumbyanus
a-terpenyl acetate
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a-terpineol

OH

myrcene
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1
2 Table Supplementary Material
3
4
5 Thymus ciliatus subsp. munbya
g No Compound name and class® IRL,” RIS RIL S1 S2 S3 S4 S5 S6
8 1 tricyclene 921 923 1020 01 08 08 04 05 03
9 2 a-thujene 922 925 1023 0.7 tr tr 03 05 02
10 3 a-pinene 931 933 1022 1.6 1.7 1.8 2 19 18
11 4  camphene 943 946 1066 29 31 33 31 3 2.9
12 5 thuja-2,4(10)diene 946 947 1120 0.2 tr 0.1 02 01 0.1
13 6 oct-1-en-3-o0l 959 956 1446 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 0.1
14 7 sabinene 964 962 1120 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 0.1
15 8 PB-pinene 970 967 1110 0.1 0.1 tr 0.1 0.1 tr
16 9 1,8-dihydro-cineole 979 977 1190 1 1 tr 0.8 1.1 1.3
17 10 myrcene 976 980 1159 1.2 2 tr 13 12 15
18 11 a-phellandrene 997 998 1164
19 12 3-carene 1005 1006 1147
20 13 o-terpinene 1008 1010 1178 02 02 02 01 02 0.1
21 14 p-cymene 1011 1013 1268 01 tr 01 01 tr 0.
22 15 limonene 1020 1021 1206 34 4 36 37 39 5.1
23 16 1,8-cineole 1020 1021 1215 3 22 31 26 29 32
gg 17 B-phellandrene 1021 1021 1208
26 18 Z-B-ocimene 1024 1026 1230 01 01 01 01 01 0.1
27 19 E-B-ocimene 1034 1037 1247 1.5 18 15 14 16 1.6
28 20 y-terpinene 1047 1049 1243 05 04 05 05 04 05
29 21 p-cymenene 1075 1072 1430 0.1 0.1 0.1 tr 0.1 tr
30 22 terpinolene 1078 1078 1280 06 05 07 03 05 06
31 23 linalool 1081 1082 1544
32 24 nonanal 1081 1082 1390
33 25 cis-hydrate sabinene 1083 1082 1541 03 03 03 03 03 03
34 26 1-octen-3-yl acetate 1095 1092 1376 08 08 07 07 08 05
35 27 p-mentha-1,3,8-triene 1101 1103 1433 02 01 02 01 01 02
36 28 perillene 1098 1095 1713
37 29 camphor 1123 1120 1517 1.1 .5 15 13 15 13
38 30 trans-pinocarveol 1125 1122 1650 01 07 02 05 03 02
39 31 cis-verbenol 1127 1127 1650 06 08 05 05 07 06
212 32 pinocarvone 1136 1137 1558 0.1 01 01 01 01 0.1
33 borneol 1148 1149 1698 64 59 66 72 68 74
42 34 terpinen-4-ol 1161 1160 1600 07 05 08 0.6 05 03
43 35 Myrtenal 1172 1169 1628 0.1 0.1 tr tr 0.1 tr
44 36 a-terpineol 1179 1175 1700 9.8 7.8 9.5 103 85 7.9
jg 37 trans-carveol 1196 1196 1832 03 03 03 03 02 0.1
47 38 cis-3-hexenyl-2-methyl butyrate 1220 1220 1457 tr tr tr 0.1 tr tr
48 39 carvone 1222 1223 1739 01 01 01 01 01 0.1
49 40 thymol 1266 1267 2189
50 41 carvacrol 1278 1280 2219
51 42 thymyl acetate 1330 1328 1820
52 43 carvacryl acetate 1346 1344 1874
53 44 bornyl acetate 1269 1268 1575 54 62 58 46 6.1 5.1
54 45 a-terpenyl acetate 1336 1336 1681 514 511 506 522 525 50.7
55 46 a-cubebene 1350 1347 1452
56 47 a-copaene 1379 1376 1488 0.2 0.2 0.1 02 0.1 0.1
57 48 B-bourbonene 1385 1382 1515 01 01 01 01 01 0.1
58 49 [-elemene 1388 1386 1589 tr tr tr tr tr tr
59 50 isocaryophyllene 1407 1405 1571 tr tr tr tr tr tr
60

http://mc.manuscriptcentral.com/ff]



©CoO~NOUTA,WNPE

Flavour and Fragrance Journal

51 a-gurjumene 1413 1410 1524 02 02 02 01 02 02
52 E-B-caryophyllene 1420 1418 1591 04 05 04 04 05 03
53 E-B-farnesene 1448 1445 1661 tr tr tr tr tr tr
54 a-humulene 1456 1453 1665
55 y-muurolene 1471 1469 1681 03 04 02 02 01 02
56 germacrene D 1480 1479 1692 tr 0.2 tr tr 0.1 tr
57 B-selinene 1483 1487 1712
58 bicyclogermacrene 1492 1489 1727 tr 0.1 01 01 01 0.1
59 B-bisabolene 1500 1500 1720 07 07 05 04 05 038
60 y-cadinene 1507 1505 1752 03 02 01 02 02 02
61 &-cadinene 1516 1514 1752 05 05 04 05 05 03
62 o-cadinene 1532 1530 1740
63 E-o-bisabolene 1532 1532 1753
64 caryophyllene oxyde 1576 1572 1980 03 04 03 03 03 04
65 Tau-cadinol 1632 1634 2169 0.2 tr 0.1 01 01 0.1
66 a-bisabolol 1672 1669 2217 0.1 01 01 0.1 tr 0.1
67 abietatriene 2042 2039 2493
68 abieta-7,13-diene 2080 2077 2457
Total Identification % 98.2 98.1 98.7 988 99.6 973
Yields % (w/w) 085 0.84 1.38 122 098 1.25
Hydrocarbon compounds (40) 163 181 171 16 16.6 17.5
Monoterpene hydrocarbons (20) 13.6 15 15 138 143 152
Sesquiterpene hydrocarbons (18) 27 31 21 22 23 23
Diterpene hydrocarbons (2) 0 0 0 0 0 0
Oxygenated compounds (28) 819 80 81.6 828 83 79.8
Oxygenated monoterpenes (21) 804 786 804 814 81.7 78.6
Oxygenated sesquiterpenes (3) 06 05 05 05 04 06
Non-terpenic oxygenated compounds (4) 09 09 07 09 09 0.6

2 Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). Bold types refer to main compounds. ® Retention indices of literatur
reported from [36]. ¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). d Retention indices on the polar Rtx-Wax colu
to 3): Mixture of all Algerian T. ciliatus essential oils from each subspecies. Quantification was carried out using RFs rel
%: Normalized Percentages are given on the apolar column except for components with identical Rla (percentages are gi
(< 0.05%). Sample oils: normalized percentages (%) from all sample oils of each subspecies are given on the apolar colw
components with identical Rla (percentages are given on the polar column), tr = trace (< 0.05%). The chemical composit
tabulated in Supplementary Material. f RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in electronic impact mode. All cor
comparing their EI-MS and retention indices with references compiled in the in-house library.
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1
2

3

4 Thymus ciliatus ©

5 nus Thymus ciliatus subsp. eu-ciliatus

? S7 S8 S9 S10 SI11 S12 S13 S14 SI15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23
8 07 0.8

9 0.1 05 01 07 07 04 04 03 05 07 09 01 05 06 04 04 07
10 1.7 1.5 05 06 06 03 05 06 06 06 04 05 08 05 07 04 06
11 35 35 01 01 01 & 01 01 01 01 01 & t 01 01 01 02
12 tr 0.1

13 tr 0.1

14 0.1 0.1 01 04 03 03 03 02 01 06 04 05 01 04 03 02 04
15 tr 0.1 01 02 01 03 02 01 01 02 01 01 01 & 03 02 0.1
16 08 1.2

17 18 13 14 24 2 21 18 16 19 26 21 32 21 36 27 19 15
18 02 03 03 03 02 01 03 03 02 04 03 01 03 03 03
19 01 01 01 01 01 01 t 01 01 01 01 01 t 01 0.1
20 0.1 02 19 23 18 26 25 21 25 19 26 21 25 16 18 22 1.1
21 0.1 tr 56 93 7 57 67 89 71 79 72 75 87 19 176 98 8.1
22 45 42

23 27 26

24 04 06 05 03 05 04 04 05 06 03 05 05 03 04 04
gg 0.1 0.1 tr tr tr 0.1 0.1 tr tr tr 0.1 tr tr tr tr tr tr
77 15 1.6 01 01 01 & 01 01 & 01 01 01 01 01 01 01 0.1
28 02 04 134 128 9.6 109 133 142 117 102 117 105 125 119 123 9.9 109
29 tr tr

30 04 0.6 02 02 03 02 01 01 01 02 01 01 &« 01 02 01 03
31 09 09 07 06 05 07 06 07 08 07 06 03 05 04 06
32

33 02 03

34 0.5 0.6

35 0.1 0.1

36

37 1.7 1.5

38 0.1 06

39 06 06

40 0.1 0.1

41 71 6.2 04 03 02 04 03 04 02 01 04 05 03 04 02 01 02
42 07 08 05 15 1.1 08 06 08 09 11 14 12 08 1.1 09 13 07
43 01 0.1

44 96 7.8 ¢ 01 02 tr 01 01 03 01 & tr & 01 0l 01
45 04 03

46

47 tr tr

48 0.1 0.1

49 04 04 04 04 04 04 02 04 04 04 04 04 04 03 03
50 69.9 61.6 69.7 695 66.7 63.7 689 669 672 69.1 635 66.1 62.8 68.2 70.4
51 01 01 01 01 01 01 & 01 01 01 01 01 01 t 0.1
50 03 04 02 03 04 01 03 tr 02 03 01 02 03 02 02
53 48 43

54 50.9 543

55

56 02 0.1

57 0.1 0.1

58 tr tr

59 tr tr

60
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0.1
0.4
0.1

0.3
0.1

0.1
0.4
0.1
0.6

0.3
0.1
0.1

98.3
0.87
174
14.9
2.5
0
80.9
79.9
0.5
0.5

0.1
0.5
tr

0.3
tr

0.1
0.5
0.1
0.4

0.3
0.1
0.1

99.3
0.96
17.3
15.1
22
0
82
80.8
0.5
0.7

1.6

0.1

0.1

0.1

0.2
0.3
99.1
0.61
26.6
24.2
1.9
0.5
72.5
72.5
0
0

23

0.1

0.1

0.1

0.1
tr
98.1
0.66
32.8
30.1
2.6
0.1
65.3
65.3
0
0

1.7

0.1

tr

0.2

tr

tr
98.1
0.69
25.5
23.5

tr
72.6
72.6

1.6

0.1

0.1

tr

0.1
0.2
97.8
0.62
25.7
23.6
1.8
0.3
72.1
72.1
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1.9

0.1

0.1

0.1

0.1
0.1
98.4
0.69
29.3
26.9
2.2
0.2
69.1
69.1
0
0

2.1

0.1

0.1

0.1

tr
tr
97.6
0.53
313
28.9
2.4
tr
66.3
66.3
0
0

2.2

0.1

0.1

tr

0.1
tr
99.3
0.55
27.9
254
2.4
0.1
71.4
71.4
0
0

2.5

0.1

0.1

tr

0.1
tr
98.2
0.49
28.8
26
2.7
0.1
69.4
69.4
0
0

1.7

0.1

0.1

tr

0.1
0.1
99.3
0.56
28.8
26.7
1.9
0.2
70.5
70.5
0
0

1.5

0.1

0.1

0.1

0.1
tr
99.7
0.76
27.4
25.5
1.8
0.1
72.3
72.3
0
0

2.1

0.1

0.1

0.1

0.2
tr
96.7
0.59
30.9
28.3
2.4
0.2
65.8
65.8
0
0

1.7

0.1

tr

0.1

0.1
tr
98.2
0.63
29.5
27.5
1.9
0.1
68.7
68.7
0
0

2.8

0.1

tr

tr

tr
tr
95.3
0.61
30
27.1
2.9
tr
65.3
65.3
0
0

24

0.1

0.1

0.1

tr
tr
99.4
0.96
28.8
26.1
2.7
tr
70.6
70.6
0
0

1.3

0.1

tr

0.1

0.2
0.1
99.1
0.78
26.6
24.8
1.5
0.3
72.5
72.5
0
0
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Thymus ciliatus subsp. coloratus

S24 S25 S26 S27 S28 S29 S30 S31 S32 S33 S34 S35  Identification
RI, MS
09 07 07 08 05 05 08 06 08 05 09 06 RI, MS
32 31 24 26 27 21 28 31 31 28 27 29 RI, MS
53 56 67 73 68 57 59 67 71 69 63 58 RI, MS
RI, MS
03 03 01 02 01 03 03 03 03 02 04 0.1 RI, MS
02 01 01 01 t 02 01 01 01 tr tr 02 RI, MS
22 14 16 19 15 21 22 12 17 21 17 18 RI, MS
RI, MS
16.7 15.6 144 17.6 173 163 161 159 16.6 182 17.6 17.3 RI, MS
RI, MS
RI, MS
03 03 06 01 03 04 01 01 tr 02 04 03 RI, MS
05 03 04 02 03 03 04 03 03 02 04 02 RI, MS
59 56 59 61 51 63 47 48 57 44 54 52 RI, MS
67 63 68 72 63 71 62 57 62 61 58 58 RI, MS
RI, MS
02 02 01 01 01 tr tr 01 02 01 01 02 RI, MS
24 21 17 19 23 21 17 14 17 19 15 16 RI, MS
06 05 06 02 05 04 05 05 04 05 04 05 RI, MS

RI, MS, Refl
03 03 04 04 04 03 06 05 05 04 04 05 RI, MS
25 16 27 18 17 25 26 19 22 24 21 21 RI, MS
05 05 05 05 04 04 05 05 04 05 05 05 RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS, Refl
03 03 03 02 03 03 03 03 03 02 03 03 RI, MS, Ref2 mondelo

235 252 267 249 273 258 267 28.8 254 258 255 27.7 RI, MS
08 05 07 06 06 06 06 06 06 06 04 06 RI, MS
RI, MS
02 02 02 02 01 01 02 02 03 02 02 0.1 RI, MS
22 21 16 11 17 16 23 21 13 16 19 21 RI, MS
14 15 1.1 09 06 14 13 09 15 13 16 09 RI, MS
RI, MS
1 11 07 07 08 09 08 05 13 12 07 06 RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
RI, MS
02 02 02 02 02 02 t 02 02 02 01 02 RI, MS
02 02 02 01 02 02 02 02 02 02 02 02 RI, MS
08 06 07 07 04 06 08 06 05 06 07 05 RI, MS
07 07 07 06 07 07 07 06 04 08 07 06 RI, MS
02 04 02 02 01 02 02 02 02 02 02 0.1 RI, MS
RI, MS
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0.1
24
0.5

34
0.7

0.7
0.9
4.6
0.9

1.4

0.9

97.7
0.33
55.8
38.7
17.1
0
41.9
38.8
23
0.8

0.3
24
0.5

3.4
0.7
0.7

0.6
0.8
5.6
1.2

1.3

0.8

95.8
0.37
53.9
35.8
18.1
0
41.9
39
2.1
0.8

0.1
2.5
0.3

33
0.4
0.5

0.2
0.4
6.7
0.7

1.6

0.6

96.3
0.42
52.5
35.6
16.9
0
43.8
41
2.2
0.6

0.1
2.1
0.5

3.6
0.5
0.5

0.6
0.6
6.7
0.7

1.2

0.6

97.1
0.43
56.8
393
17.5
0
40.3
37.8
1.8
0.7

tr
1.8
0.5

3.6
0.4
0.8

0.5
0.5
6.4
0.6

1.1

0.7

96.2
0.37
54.3
37.8
16.5
0
41.9
39.6
1.8
0.5

0.1
2.5
0.5

3.7
0.6
0.3

0.6
0.6
5.6
0.8

1.1

0.9

96.9
0.41
53.7
36.7
17
0
43.2
40.5
2
0.7
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0.1
2.5
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0.5
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0.5
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1.7
0.8
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1.8
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96.8
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0
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39.3
2.1
0.7

0.1
1.6
0.4

32
0.7
0.5

0.7
0.6
4.8
0.7

1.3

0.9

95.8
0.58
53.3
38.2
15.1
0
42.5
39.6
2.2
0.7

0.2
2.1
0.4

3.1
0.6
0.6

0.5
0.9
6.3
0.8

0.7

0.8

96.1
0.51
55.1
37.8
17.3
0
41
38.6
1.5
0.9

0.1
24
0.5

3.4
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1.1

0.5
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96.6
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Background: Mentha species are commonly used in traditional medical for their several
pharmacological properties. Mentha species are also used as a spice and are known for their
bactericide, viral and fungicidal properties.

Objectives: The main objective of this work is the evaluation of the antifungal activity and
fumigation toxicity of essential oil of Mentha spicata, Mentha pulegium, Mentha piperita and
Mentha rotundifulias against the growth of certain fungi and Bactrocera oleae insect,
responsible for olives rot.

Materials and Methods: Essential oils of four Mentha species were extracted by a
Clevenger-type apparatus. The antifungal activity was tested using radial growth technique
and the insecticidal activity by fumigant test.

Results: The monoterpenes oxygenated were the main components of the four essential oils
from Mentha. All essential oils presented antifungal activities against Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Alternaria sp and Penicillium sp. At the highest concentration (15 pl/ml
air), essential oil of M. pulegium caused mortality of 100% after 1.5 h of exposure. While for
M. piperita and M. rotundifulia essential oil it was necessary 25 ul/ml air to have mortality of
100%.

Conclusion: We demonstrated for in this study, our essential oils could act as antifungal

agents and fumigants against Bactrocera oleae.

Keywords: Antifungal; insecticidal activities; Mentha species

1. Background

In Algeria, the production of olive oil is a sector being in development and still flourishing
years behind him. The olives are infected by several soilborne fungal pathogens such as
Alternaria, Aspergillus and Penicillium (1). It is known that fungal strains occurring most
frequently at mild and cold temperatures that affect fruit. Furthermore, many olives are
attacked mainly by Bactrocera oleae insects that are considered to be a serious threat for

production olive in Mediterranean region.
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Chemical antifungal and fungicides are highly used to control phytopathogenic fungi;
nevertheless, the use of this type of compounds represents a concern associated with risk
exposure and environmental hazards; therefore, new alternatives are needed (2).

In the world, many species of mints are grown for commercial purposes for their use in the
food flavours, cosmetics and pharmaceuticals field (3,4). Many studies on the fungicidal and
insecticidal activity of several Mint have been carried out (5-10).

2. Objectives

The main objective of this study was to assess, (i) the antifungal activity of four mint essential
oils against several phytopathogens responsible of the diseases olives, such as A. flavus, A.
niger, Alternaria sp and Penicillium sp. and (ii), the evaluation of insecticidal activity of these

four oils against Bactrocera oleae insect, responsible for olives rot.

3. Materials and Methods

3.1. Plant Material

The plant material of M. spicata, M. pulegium, M. piperita and M. rotundifolia were collected
from region Tlemcen (Algeria) in July 2014, during periods of full bloom stage.

Each specimens of mint collected were identified by Professor Noury Benabadji of University
of Tlemcen (Algeria) and deposited in the Herbarium of the University with voucher
specimens: M. spicata: MSP-0714; M. pulegium: MPU-0715; M. piperita: MPI-716 and M.

rotundifulia: MRO-0716).

3.2. Essential oils isolation

The aerial parts were stored at 18 °C after harvest. 550-600 g of each species was subjected to
a Clevenger-type apparatus (11) for 5 h. The yields of the oils were 0.5% for M spicata, 0.7%
for M. pulegium, 0.67% for M. piperita and 0.9% for M. rotundifulia. Before chromatographic
analysis the essential oils were dried over sodium sulfate and stored in sterilized amber glass

flasks.

3.3. Gas chromatography
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The Gas Chromatography (GC) apparatus used for determination of retention indices is a
Perkin Elmer Clarus 600 GC equipped with two flame ionization detectors (FIDs) and two
fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm, film thickness 0.25 pm) with different
stationary phases: Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene glycol). Program
Conditions were temperature of 60 to 230 °C at 2 °C min~ ' and then held isothermal 230 °C
(30 min) and carrier gas was hydrogen (0.7 mL min™"). Injector and detector temperatures

were held at 280 °C. Injected volume was 0.1 pL.

3.4. Gas chromatography-mass spectrometry

The essential oils were investigated using a Perkin Elmer TurboMass quadrupole apparatus,
directly coupled with a Perkin Elmer Autosystem XL equipped with two fused-silica capillary
columns (60 mx0.22 mm, film thickness 0.25 um), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-
Wax (polyethylene glycol) with same program GC as described above. Ion source
temperature was 150 °C and energy ionization 70 eV; electron ionization mass spectra were
acquired with a mass range of 35—-350 Da and scan mass of 1 s. Oil injected volume was 0.1

puL.

3.5. Component identification

The different components of essential oils were identified by comparison of GC retention
indices (RI), determined from retention time of a series of n alkanes with linear interpolation,
with those of authentic compounds (12,13) and (ii) on computer matching with commercial
mass spectral libraries (31) and comparison of the spectra with those of the in house

laboratory library (14).

3.6. Pathogenic Fungi

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Alternaria sp and Penicillium sp four fungal isolates
causing olives rot, were isolated directly from rotten olive harvested from orchards of
Remchi, Ain Temouchent (Algeria). The four fungal species after their transfers in sterilized

Petri dishes, 20% of lactic acid has been added in middle to stop the growth of bacteria. The
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plates were incubated at 25 £ 2 °C for 8 days away from light. Strains identification was
based firstly by their morphological characters and secondly on microscopic observations

according the following references (15,16).

3.7. In vitro Antifungal Activity

The radial growth technique was used for tested the antifungal activity of essential oils (17).
The concentrations varying from 0.1 to 300 ml/l used in the in vitro tests were obtained from
stock solutions. For it, appropriate volumes of essential oils were dissolved in DMSO and
added to PDA medium immediately before it was poured into the Petri dishes of 9.0 cm
diameter at 40-45 °C. The controls were prepared with DMSO mixed with PDA (without
essential oils). The discs of mycelial felt of the plant pathogenic fungi, taken from 7-day-old
cultures on PDA plates, were transferred aseptically to the center of Petri dishes were
incubated. Each concentration was performed in triplicate.

The treatments were incubated at 27 °C in the dark. Colony growth diameter was measured
after the fungal growth in the control treatments had completely covered the Petri dishes. The
concentration of essential oils that inhibited 50% that radial growth (ICsy) and the minimum
inhibitory concentrations (CMI) were determined at 95% of confidence intervals (18) using a

Probit analysis.

3.8. Fumigation toxicity of essential oils against B. oleae

To determine the fumigant toxicity of essential oils, appropriate concentrations, were applied
separately on the filter papers (Whatman No. 1, 2 cm diameter) to achieve the concentrations
ranged from 8 to 65 ml/l air without using any solvent, and the filter papers were attached to
the under-surface of lids of plastic jars with 50-ml volumes. The control sets received no oil.
The lids were screwed tightly on the jars containing 15 insect each, all of the same age. These
were kept at a temperature of 25-26 °C and 80-85% relative humidity (18). Mortality was
checked after 24 h from commencement of exposure. The mortality of insect was expressed in
% and calculated by using the Abbott correction formula

Corrected mortality = (OMT - OMC/100-CM) X 100
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OMT: Observed Mortality in Treatment
OMC: Observed Mortality in Control
CM: Control mortality

Percentage mortality = (NDI/NII) X100
NDI: Number of Dead Insect

NI: Number of Insect Introduced

3.9. Statistical Analysis
Statistical analysis was performed by ANOVA using the SAS software. the means were
separated using the least significant difference test at P < 0.05. Analysis of all tests was

performed in triplicate.

4. Results

4.1. Chemical composition of four mint species essential oils

A total of 29, 18, 35 and 47 compounds were identified in essential oils of M. spicata,
M. pulegium, M. piperita and M. rotundifulia that accounted for 98.1, 98.5, 98.8 and 98,9 %
of the oils, respectively (Table 1). The components identification was realized by comparison
of the IR and GC-MS with pur compounds of Aromes library (Table 1). In the GC-MS
analysis of M. spicata essential oil, the more prominent compounds found were carvone
(54.1%) and limonene (21.9%). The main compounds found in M. pulegium were pulegone
(77.3%) and menthone (10.8%). The chemical composition of M. piperita essential oil was
dominated by linalool (40.4%) and linalyl acetate (32.6%). Therefore, M. rotundifulia
essential oil was characterized by appreciable amount of menthone (28.5%) and neo-menthol

(10.4%).

4.2. In vitro antifungal activity of four mint essential oils against plant fungi
Essential oils minimum and medium inhibitory concentrations (CMI and Cls, respectively),
and inhibition of the four fungi amended with the estimated CMI and ClIs, of each essential oil

is presented in Table 2. All essential oils presented antifungal activities against A. flavus,
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A. niger, Alternaria sp and Penicillium sp. The lowest activity was observed with essential
oils of M. piperita and M. rotundifulia with ICss ranging from 80 to 300 ml/l and CMI from
1.2 to 25.2 ml/l. M. spicata and M. pulegium essential oils exhibited good activities compared
to M. piperita and M. rotundifulia essential oils. Essential oil of M. pulegium was
active against A. flavus, A. niger, Alternaria sp and Penicillium sp with ICses of 4.2, 1.1, 1.3
and 1.1 ml/l and CMI of 0.1, 0.2, 0.08 and 0.08 ml/l, respectively. However, essential oil of
M. spicata was more active against Alternaria sp and Penicillium sp with ICses of 1.5 and 0.8
ml/l and CMI of 0.1 and 0.08 ml/l, respectively. While essential oil exhibited moderate
activity against A. flavus and A. niger with 1Csys of 45 and 50 ml/l and CMI of 0.2 and 1.2

ml/l.

4.3. Fumigation Toxicity

The results on fumigation toxicity essential oils mints against Bactrocera oleae are
summarized in Table 3. The efficacy of essential oils varied with its concentration. At the
concentration of 10 ul/ml air, the essential oils of M. pulegium, M. piperita and M.
rotundifulia caused mortality over 46% after 24 h of exposure. While, M. spicata essential oil
showed no efficacy at this concentration. At the highest concentration (15 ul/ml air), essential
oil of M. pulegium caused mortality of 100% after 1.5 h of exposure (Table 3). While for M.
piperita and M. rotundifulia essential oil it was necessary 25 ul/ml air to have mortality of

100%.

5. Discussion

Essential oils from plants have attracted increasing interest as ecologically safer alternatives
to fungicides and insecticides. The evaluation of in vitro antifungal properties of essential oils
done in the present study showed that essential oils of four mentha have a good antifungal
activity against A. flavus, A. niger, Alternaria sp and Penicillium sp. Furthermore, if we
review the results of fumigant toxicity of essential oils of four mints, we can notice that oils
showed very interesting activities. Essential oils are complex mixtures of volatile.

Monoterpenes and sesquiterpenes are usually the main group of compounds that are
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responsible for many biological activities. Chemical composition of our Mentha essential oils
was characterized by the high amount of oxygenated compounds (67.9 to 95.8%), such as
carvone, pulegone, menthone and neo-menthol. On the basis of these results, we suggest that
antifungal activity and fumigant toxicity of Mentha essential oils was due to their major
components such as linalool, carvone, pulegone, menthone and linalyl acetate with
percentages exceeding of 28%. The carvone is very used in the diet, due to its aroma of
cumin, dill and spearmint. It's is a natural products of strong antiseptic properties, and used as
mosquito repellent (19). It has been demonstrated that carvone showed strong fungicidal
activity to different species of strains of mycotoxigenic fungi involved in several plant
diseases (19). Furthermore, results obtained by Ruth et al., (20) and Flamini et al., (21) who
found that pulegone, limonene, carvone and menthone showed a biocide activity. The main
components of Mentha essential oils, such as M. pulegium rich in pulegone and M. spicata
rich in carvone showed significant insect antifeedant (M. pulegium) and nematicidal (M.
spicata) effects (9).

We demonstrated for in this study our essential oils could act as antifungal agents and
fumigants against Bactrocera oleae. Their antifungal and insecticidal effects could be used as
fungicide and to prevent insect infestations of olive products. However, trials are necessary to
implement an application method of essential oils as fongicide and against Bactrocera oleae

insect pest.
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Tablel. Mentha species essential oils

M.
No." Compounds IRI,” RIS RI/’ M. spicata M. pulegium M. piperita  rotundifulia
1  (E)-Hex-3-en-1-0l 812 810 1360 tr
2 Ethyl-2-methyl butyrate 829 829 1016 0,1
3 (E)-2-Hexenal 830 830 1210 tr 0.1 0,1
4 (Z)-Hex-3-en-1-ol 831 832 1375 0,1
5 (Z)-2-Hexenol 851 848 1400 tr
6 1-Hexenol 852 851 1414 tr
7  «a-Thujene 922 923 1021 04 0.1 tr 0,2
8 «-Pinene 931 932 1023 0.7 0.5 0.2 0.4
9  Camphene 943 944 1066 tr
10 Oct-1-en-3-o0l 959 962 1440 0.8 0,5
11 Sabinene 964 966 1118 0,2
12 B-Pinene 970 972 1108 0.7 0.2 0.3 0.4
13 Myrcene 976 982 1159 33 tr 1.2 1.3
14 3-Octanol 982 982 1350 0.8 0,2
15 7y-Phellandrene 997 998 1164 0.1
16 «a-Terpinene 1008 1010 1175 0.3 0,1
17 p-Cymene 1010 1012 1259 0.1 1.0
18 Limonene 1020 1021 1195 21.9 1.1 0,3
19 1,8-Cineole 1020 1021 1205 0.6 3.8 0,2
20 (Z)-B-Ocimene 1024 1025 1225 0.4 0,2
21 (E)-B-Ocimene 1034 1036 1241 0.4 0.4 tr
22 y-Terpinene 1047 1049 1237 0.7 0.1 0.2 0,3
23 Trans-Hydrate sabinene 1051 1054 1444 1.7 3.0
24 Terpinolene 1078 1080 1247 0.1 0.1 0,5
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25 Linalool 1078 1075 1280 0.2 tr 40.4

26 Cis-Sabinene hydrate 1083 1082 1535 0.5 0,1
27 1-Oct-3-enyl acetate 1093 1087 1390 tr 0,1
28 2-Methyl-butyl isovalerate 1098 1096 1274 0.4

29 Cis-p-Menth-2-en-1-ol 1108 1110 1600 tr 0,1
30 3-Octyl acetate 1111 1110 1315 0.2

31 Trans-p-Menth-2-en-1-ol 1123 1126 1612 tr tr
32 Menthone 1134 1135 1456 10.8 28,5
33  p-Menth-3-en-8-ol 1135 1135 1590 3,1
34 Iso-Menthone 1143 1142 1490 0.7 19.0
35 Borneol 1148 1150 1690 - 0,1
36 Neo-Menthol 1156 1157 1637 0.2 1.6 10,4
37 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 1.3 - 2,7
38 Menthol 1164 1163 1629 tr 1.4
39 Iso-Menthol 1174 1173 1660 tr 2,1
40 Z-Dihydro carvone 1175 1174 1601 2.6

41 Dihydro carveol 1178 1174 1723 tr

42 «o-Terpineol 1179 1177 1688 tr 6.4 2,9
43 E-Dihydro carvone 1180 1180 1626 3.1

44 a-Campholenol 1186 1188 1782 tr
45 Nerol 1211 1213 1799 1.1

46 Pulegone 1213 1216 1640 77.3 0.1 5,6
47 Carvone 1222 1226 1739 54.1

48 Piperitone 1232 1229 1727 0.3 1,3
49  Geraniol 1232 1234 1844 2.4

50 Linalyl acetate 1240 1237 1557 tr 32.6

51 Geranial 1244 1243 1731 0.2

52 Neryl formate 1263 1266 1647 0.1
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53 Neo-Menthyl acetate 1263 1268 1548 0.1 5.0
54 Bornyl acetate 1269 1268 1475 tr

55 Lavandulyl acetate 1270 1273 1593 0.1

56 Menthyl acetate 1282 1285 1578 2,1
57 Iso-Menthyl acetate 1294 1295 1594 0.1 1,8
58 Dihydro carvyl acetate 1311 1312 1661 22

59 Piperitenone 1315 1313 1900 tr 2.7 1.8
60 Piperitenone oxide 1333 1335 1945 0.3

61 o-Terpenyl acetate 1336 1336 1678 0.1 0,1
62 Neryl acetate 1342 1345 1725 1.7 2.7

63 Geranyl acetate 1361 1364 1725 2.5

64 o-Copaene 1379 1379 1475 0,1
65 p-Bourbonene 1385 1385 1515 0.3 0.1 tr

66 E-p-Caryophyllene 1424 1418 1583 0.6 0.3 0.8 0.4
67 E-p-Farnesene 1448 1447 1660 0.1 0,2
68 o-Humulene 1456 1456 1665 0.2 04

69 y-Muurolene 1471 1469 1679 0.1 0,2
70 Germacrene D 1480 1474 1692 0.1 0.1 0,1
71 a-Muurolene 1496 1492 1709 0,1
72 y-Cadinene 1507 1506 1750 0.1 tr 0.2 0,2
73 trans-Calamenene 1512 1510 1810 0.1 0.2 0,1
74 §-Cadinene 1516 1515 1748 0.1 tr 0.2 0,1
75 Cadina-1,4-diene 1523 1520 1763 0.1

76 «-Calacorene 1531 1528 1890 0,1
77 a-Cadinene 1535 1530 1740 tr 0.1 tr

78 B-Calacorene 1548 1546 1936 tr

79 Caryophyllene oxide 1578 1580 1980 0.3

80 Globulol 1580 1582 2074 0.5
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Total Identification % 98.1 98.5 98.8 98,9

Hydrocarbon compounds 30.2 2.7 4.8 6,5

Monoterpene hydrocarbons 28.7 2.0 2.8 4,9

Sesquiterpene hydrocarbons 1.5 0.7 2.0 1,6

Oxygenated compounds 67.9 95.8 94.0 92,4

Oxygenated monoterpenes 67.9 94.2 92.5 91,3

Oxygenated sesquiterpenes - - 0.8 -

Non-terpenic oxygenated compounds - 1.6 0.7 1,1
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Table 2. Minimum (CMI) and medium (ICs,) inhibitory concentration values against radial
growth of fungi species determined after 7 days of incubation on PDA + Tween amended

with the essential oils

Treatment A. flavus A. niger Alternaria sp Penicillium sp

(ml/l) CMI 1Cs CMI  ICs CMI ICs CMI ICs
M. spicata 0.2° 45° 1.2°  50° 0.1° 1.5° 0.08* 0.8°
M. pulegium 0.1* 42° 0.2° 1.1° 0.08° 1.3° 0.08° 1.1°
M. piperita 1.5° 150¢ 1.2° 150°¢ 1.3° 80° 1.2° 150°¢
M. rotundifulia 1.3° 90° 12.5¢  250¢ 25.2°¢ 300°¢ 1.2° 100°

Values are means from three experiments. Different letters within a column represent

significant differences (P < 0.05).
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Table 3. Larvicidal efficacy of Mentha species essential oil against Bactrocera oleae insect

Concentrations % Mortality + SE

. M. spicata M. pulegium M. piperita M. rotundifulia
(ul/ml air)
8 - 16.6+1.2° 202 £1.6° 00+£00*
10 00+ 00" 50.0+2.1° 66.6+3.2° 46.6 +32°
15 40.3 +4.2° 100.0+ 0.0°¢ 86.5+4.2° 76.6 £5.6¢
25 53.3+53° - 100.0+ 0.0¢ 100.0+ 0.0¢
45 76.6 £3.5°¢ - - -
65 86.6 +6.6¢ - - -
LCs) (uL/L air) 0.22 0.27
LCyy (uL/L air) 0.33 0.45

The results are expressed as mean + standard deviation.
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28 Abstract

31 Comparative study between chemical composition of the essential oils of Asteriscus maritimus and
33 Asteriscus spinosus from western Algeria have been investigated. Chemical variability of the essential
35 oils of both species was reported for the first time using Gas Chromatography/Retention Indices
37 (GC/RI) and GC-Mass Spectrometry (GC/MS). A total of 86 compounds were identified in Asteriscus
39 maritimus collective essential oil and 76 compounds in Asteriscus spinosus collective essential oil.
41 Intra-species variations of chemical compositions of essential oil from eighteen Algerian samples of
43 various locations of both species were also investigated using statistical analysis. 4. maritimus
45 essential oils were characterized by T-cadinol (34.2-16.1%), p-cymene (30-15.1%), a-pinene (13.9-
47 2.8%), bornyl acetate (8.7-5.3%) and Z-phytol (7.8-2.4%), as the major compounds. The main
49 compounds in 4. spinosus were a-Cadinol (19.8-7.3%), B-Pinene (17.6-12.9%), Hexadecanoic acid

51 (13.4-4.1%), T-Cadinol (10.3-3.5%) and 6-Cadinene (8.2-3.9%).
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Introduction:

Medicinal plants have always occupied a prominent place in human life. Today according to the
World Health Organization (WHO), as many as 80% of the world's people depend on traditional
medicine for their primary healthcare needs [1], it turns out that there are about 240,000 to 300,000
species of flowering plants on earth. Less than 10% of these species would have been studied
scientifically for their pharmacological properties [2]. Within the framework of the valorization of
traditional medicine, there has been a growing interest in recent decades in the study of secondary
metabolites of medicinal plants and their traditional uses in different regions of the world. Among

these secondary metabolites are the essential oils which are the subject of our study.

Algeria, because of its climate (Mediterranean, arid) and the nature of its soils, has a particularly rich
flora of medicinal plants, most of which exist in a spontaneous state. Among these plants we are
interested in the study of the chemical compositions of the essential oils of two species of the genus

Asteriscus.

Asteriscus is a genus belonging to the /nula group of Asteraceae-Inuleae. This genus and the other two
from the same tribe (Ighermia and Pallenis) contain a total of 15 species that develop wildly in a
variety of coastal and desert habitats throughout the Mediterranean and Middle East [3], [4]. Although
most species are endemic to the Macaronesian region, in Algeria there are six species described [5], 4.
aquaticus, A. maritimus, A. pygmaeus, A. graveolens and A. spinosus commonly known as the
Pallenis spinosa [6]. Although Asteriscus is not a very large genus, few studies have been published
on this subject [4], [7-13]. However, most studies have focused only on one species, A. graveolens,
describing their flavonoids [10], new derivatives [12], [13] and essential oil activities [14]. The plants
of this genus are known to contain compounds with potential antitumor, antispasmodic, anti-
inflammatory activities, and they are known also for the treatment of infected wounds [13]. Flowering
from April to September, 4. maritimus known in Algeria as the « kerkba » is papillose, fragrant with
petiolate leaves ranging from elongate to spatulate. The perennial plant produces gold-yellow flowers

which are tubular in shape with 5 lobes; achenes 1-5 mm, papus 1-1.5 mm, this plant is quite common
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in the Algerian Tell [5]. 4. maritimus has also been reported from another point of view. Underwater
and salt stress conditions, this species displayed a significant degree of stomatal regulation [15]. As
regards the biological component, important activities have marked the essential oils of this species
(insecticidal, antimicrobials and anti-acetylcholinesterases) [7-9]. To our investigation only four
studies deal with chemical composition of essential oils of A. maritimus reported from Italy, Tunisia
and Spain from aerial parts and separated organs. Main compounds were myrtenyl acetate (44.2%),
terphenyl (17.5%) and (Z)-B-farnesene (12.9%) for aerial part from Italy [9], B-phellandrene (11.8%),
fonenol (10.9%) and o-phellandrene (10.0%), a-pinene (9%), p-cymene (7.3%) for flowers and -
pinene (27.5%), p-cymene (10%), B-phellandrene (8.3%), a-phellandrene (7.2%) and fonenol (5.6%)
for stems and leaves from Spain [4], tetradecanol (12.2 %), a-ylangene (8.3 %), caryophylllene
alcohol (8.3 %), hexadecyl acetate (7.0 %), hexyl benzoate (4.5 %) for roots from Tunisia [7] and f-
eudesmol (24.25%), menthyl acetate (17.03%), pentadecanal (15.38%) and m-cymene (9.34%) for
flowers, hexadecanoic acid (30.35%), y-eudesmol (14.99%), (E,Z)-farnesol (11.99%) and a-bisabolol
(4.31%) for leaves and hexadecanoic acid (49.8%), phytol (15.57%), 1-heneicosene (6.53%) and -

eudesmol (4.45%) for stems from Tunisia. [8] (See Table 1)

The second species that was the subject of our study is (Pallenis spinosa = Asteriscus spinosus), this
species known as "nougd" in Algeria is an annual herbaceous plant that grows in vast areas of the
Algerian tell, throughout the Mediterranean basin and in the Middle East region. Flowering in June
and July this plant is characterized by having a large yellow/orange flowers that are surrounded by
long spiny involucre bracts [5]. Medicinally, the flowers and spiny leaves of the plant have been used
to alleviate inflammation associated with a variety of pathological conditions including gastralgia,
inflammatory contusions, skin injuries and mouth infections [16], [17]. Usually, herbal infusions or a
concentrated decoction are made from the flowers and leaves and applied topically or taken orally
[18], according to the studies made it proved that the plant is a rich source of sesquiterpenes
compounds [19]. In fact, the plant has also been investigated for its flavonoids content and some
patuletin derivatives and tricine have been reported, as well as four methoxylated flavonols [20]. To

our investigation three studies reported chemical composition of the essential oils of 4. spinosus.
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Chemical profile have been characterized by the presence of a-cadinol (19.26%), d&-cadinene
(13.93%), a-muurolol (12.88%) and germacra-1(10),5-dien-3,4-diol (8.41%) in aerial parts from
Jordan [21], acorenone B (33.85%), a-muurolol (21.93%), a-cadinol (8.54%), oplopanonyl acetate
(7.22%), Germacrene D-4-ol (4.95%) and d-cadinene (4.95%) in flowers and a-cadinol (13.5%),
acorenone B (9.64%), a-muurolol (9.83%), B-longipinene (6.26%) and 6-cadinene (9.79%) in leaves
from also Jordan [16], and Germacra-1(10),5-dien-3,4-diol (18.4%), a-cadinol (14.1%), 3-
acetoxygermacra-1(10),5-dien-4-ol (13.0%), T-cadinol (8.2%) and &-cadinene (5.8%) in aerial parts

from Italy [22]. (See Table 1)

Since the essential oil profile of these two species of the genus Asteriscus has never been studied in
our country, the aim of this work is to contribute to the knowledge of the chemical composition of the
volatiles of A. maritimus and A. spinosus and this by making a comparative study between the
compositions of the two species with the results previously reported. Also, intra-species variations of
chemical compositions of essential oil from both species samples from various locations from western

Algeria were also investigated using statistical analysis.

Materials and methods

Preparation of the sample

Harvesting of the aerial parts of the two species studied (Asteriscus maritimus and Asteriscus
spinosus) was carried out during flowering (May- July) from 18 location areas (8 locations from A.
maritimus and 10 locations froms 4. spinosus) (See Table 2). The aerial parts of our plant were
harvested in various biotopes characteristic of the western region of Algeria. The plant material is then

deposited in a dark, dry, aerated place at room temperature.

From each species, many samples were collected to poll collective oils from the same species. For all
samples, voucher specimens were deposited in the Herbarium of the University of Tlemcen. Essential
oils were obtained from the fresh aerial parts of all stations by hydrodistillation for 5 h using a

Clevenger-type apparatus according to the European Pharmacopoeia [23], and yielded (w/w) 0.02—
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0.12% from A. maritimus, and 0.02-0.17% from A. spinosus (see Table 2). The essential oil of A.

maritimus was yellow while that of 4. spinosus was slightly yellowish and rather patty in appearance.

Gas chromatography

GC analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 600 GC apparatus (Walhton, MA, USA)
equipped with a single injector and two flame ionization detectors (FIDs). The apparatus was used for
simultaneous sampling of two fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm, film thickness 0.25
pm) with different stationary phases: Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene
glycol). Temperature program 60 to 230 °C at 2 °C min—1 and then held isothermal 230 °C (30 min).
Carrier gas was hydrogen (0.7 mL min—1). Injector and detector temperatures were held at 280 °C.

Split injection was conducted with a split ratio of 1:80. Injected volume was 0.1 pL.

Gas chromatography-mass spectrometry

The oils were investigated using a Perkin Elmer TurboMass quadrupole analyzer, directly coupled
with a Perkin Elmer Autosystem XL equipped with two fused-silica capillary columns (60 m x 0.22
mm, film thickness 0.25 um), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene glycol). Other
GC conditions were the same as described above. Ion source temperature was 150 °C and energy
ionization 70 eV; electron ionization mass spectra were acquired with a mass range of 35-350 Da and

scan mass of 1 s. Oil injected volume was 0.1 pL and fraction injected volume of 0.2 pL.

Component identification

Identification of the components was based (i) on the comparison of their GC retention indices (RI) on
non-polar and polar columns, determined to the retention time of a series of nalkanes with linear
interpolation, with those of authentic compounds for our laboratory library from University of Corsica
and literatures data [24], [25], and (ii) on computer matching with mass spectral of our laboratory

library and commercial mass spectral libraries [26].
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Component quantification

The quantification of the essential oil components was performed using the methodology reported by
Bicchi et al. (2008) [27] and adapted in laboratory of UMR CNRS 6134 from University of Corsica
[28]. Component quantification was carried out using peak normalization, including FID response
factors (RFs) relative to tridecane (0.7 g/100 g), used as an internal standard and expressed as

normalized % abundance.

Statistical analysis

Data analyses were performed using principal component analysis (PCA) [29]. This method aims to
reduce the multivariate space in which objects (oil samples) are distributed but are complementary in
their ability to present results [30]. Indeed, PCA provides the data in which both objects (oil samples)
and variables (oil major components and/or antibacterial inhibition) are plotted while canonical
analysis informs a classification tree in which objects (sample locations) are gathered. PCA was
carried out using function BPCA from the statistical R software (factominR package). The variables
(major components and/or antibacterial inhibition) have been selected using function from the

statistical software.

Results

Chemical composition of essential oils

Preliminary analysis of 10 Algerian oil sample areas of A. spinosus and 8 areas of A. maritimus
showed that the GC chromatograms of all samples from the same species were qualitatively similar
but differed by abundances of their major components. Therefore, in order to carry out a detailed
analysis, all A. spinosus and A. maritimus essential-oil samples were pooled to produce two
« Collective oils». (Table 3), reported the chemical compositions from all samples of each species. In
total, we identified 86 compounds in A. maritimus essential oils representing 94.2% of total collective
oil (14 monoterpene hydrocarbons, 18 sesquiterpene hydrocarbons, 34 oxygenated monoterpenes, 11
oxygenated sesquiterpenes, 2 oxygenated diterpene, 2 phenyl propanoids and 6 non-tearpenic

oxygenated compounds). 4. maritimus collective oil (CO1) was dominated by T-cadinol 25.4%, p-
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cymene 22.1%, a-pinene 7.7% and bornyl acetate 5.2%. A. spinosus essential oils were characterized
by the presence of 76 compounds representing 94,7% of total collective oil (10 monoterpene
hydrocarbons, 14 sesquiterpene hydrocarbons, and 6 non-terpenic hydrocarbons compounds, 16
oxygenated monoterpenes, 17 oxygenated sesquiterpenes, 9 non-terpenic oxygenated compounds, 2
oxygenated diterpene and 1 phenyl propanoid). Collective oil of 4. spinosus (CO2) was characterized
by the abundance of B-pinene 12.9%, a-cadinol 11.4%, hexadecanoic acid 9.1%, T-cadinol 8.6% and
d-cadinene 4.3%. From all simples analyzed, 133 components were identified, 125 components were
verified by comparing their EI-MS and retention indices with those in our laboratory library (UMR
CNRS 6134 from University of Corsica) and eight components were identified by comparing their EI-
MS and apolar retention indices with those of literature libraries under the same analytical conditions

as ours (see Table 3).

Chemical variability of A. maritimus and A. spinosus essential oils

Normalized percentage abundances of all identified components were used for statistical analysis
(Table 3). Relationship between the chemical composition of oils and species differentiation were
studied, using principal component analysis (PCA) and cluster analysis (CA) applied to a matrix
linking essential oil compositions and the samples localities (Fig. 1 and 2). As shown in (Fig. 1), PCA
constructed using axes 1 and 2 accounted for 81.63% of the variance. First dimension (Diml) was
positively correlated with major components of all simple oils of Asteriscus spinosus, and negatively
correlated with major components of all simple oils of Asteriscus maritimus. The plot suggests that
there are two main groups (Fig. 1) in accordance with general structure of the dendrogram obtained
from the CA (Fig. 2): Group I included 10 stations (ASS1 — ASS10) and group II included 8 stations
(AMS11 — AMSI18). Sample oils of group I were characterized by high amount of B-Pinene, o-
Cadinol, Hexadecanoic acid, 5-Cadinene, Linoleic acid, E-B- Caryophyllene, a-Phellandrene and 14-
hydroxy-a-Muurolene. Group II were characterized by major components T-Cadinol, p-Cymene, o-
Pinene, Bornyl acetate, a-Oxobisabolene and (Z)-Phytol. The statistical distribution of the oil samples
demonstrated correlation between the chemical composition of individual oil samples and species.

Group I regrouped all specimens of 4. spinosus and Group II regrouped all samples of 4. maritimus.
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Statistical analysis shows that, essential oils of 4. maritimus were qualitatively similar but there were
percentage differences in the abandonment of their majority compounds: T-cadinol (16.1-34.2%) p-

cymene (15.1-30%), bornyl acetate (5.3-8.7%), a-pinene (2.8-13.9%) and Z-phytol (2.4-7.8%).

The chemical composition of 4. spinosus essential oil revealed the presence of a-Cadinol (7.3-19.8%),
B-Pinene (12.9-17.6), Hexadecanoic acid (4.1-13.4%),), tau-Cadinol (3.5-10.3%) o6-Cadinene (3.9-
8.2%). The statistical analysis of this oil to show a similar chemical profile for all the samples studied
but that differs in the abandonment of the compounds, this can be attributed according to Vichi. S et al
[31]to well-known factors including geographical location, age of the plant, climate, cultivar and
methods of distillation employed [31]. These results were in accordance with those of Al-Qudah [21]
et al only in the major compound which is the « a-Cadinol » but not with those of other authors.
A.spinosus essential oil has been characterized by its pasty appearance which may be due to the
presence with an important percentage of different acids (Tetradecanoic acid, Hexadecanoic acid

Linoleic acid) with a percentage exceeding 10.9% in collective oil.

Discusion

In general, and especially in the case of plants growing spontaneously, the variation of the major
compounds, yield, and appearance of an essential oil, depends on several factors, such as the nature of
the soil, climates and the conditions of growth. For the first time in Algeria, the chemical composition
of the essential oil of two species of genus Asteriscus (A. maritimus and A. spinosus) was studied, and
the results found were different from that of the literature (see Table 3). The poor oils yields of A.
martimus were the same compared to literature data from Italy, Spain and Tunisia [4], [7]-[9].

The chemical profile of A. maritimus essential oil has been marked by the presence of a class of
families that is answered to be not common in this genus: silphiperfol-6-ene, 7-a-silphiperfol-5-ene, 7-

B-silphiperfol-5-ene and Silphiperfolan-7-p-ol.

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjeo

Page 8 of 21



Page 9 of 21 Journal of Essential Oil Research

oNOYTULT D WN =

<
\\\
N

11 silphiperfol-6-ene 7-a-silphiperfol-5-ene  7-B-silphiperfol-5-ene Silphiperfolan-7-§-ol

13 Figure 3: Structures of silphiperfol skeleton of A. maritimus essential oils

16 It is noticeable that the presence of tricyclic sesquiterpenes (Cameroonan-7-a-ol, silphiperfol-6-ene, 7-
18 a-silphiperfol-5-ene, 7-f-silphiperfol-5-ene, Silphiperfolan-7-f-ol, Modhephene), has never been

20 reported in literature data of essential oil of the genus Asteriscus.

For the second species studied, 4. spinosus essential oil was recovered from the aerial part by the
hydrodistilation method. Our poor oil yields are also similar to values reported by literature data from
the same plant collected in Italy and Jordan [16], [21], [22]. The difference with literature lies in the
fact that essential oils from Algeria were characterized by the presence Thymol and these derivative
Thymyl methyl oxyde, Thymyl isobutyrate, and 8,9-dehydro thymyle isobutyrate, which is

considered as a marker of our essential oil.

35

36

37

38

39

40 O O
a7 OH O/

42

Thymol Thymyl methyl oxyde Thymyl isobutyrate 8,9-dehydro thymyle isobutyrate

Figure 4: Structures of thymol derivates of 4. maritimus essential oils

49 Our study is designed basically to make a comparison of the chemical composition of the essential oils
51 of two species of the same kind, for this purpose our study has shown that there is a very great
53 resemblance in the constituents of the two oils. The first common point between the two plants is the

55 yield of essential oil, which show low [9].

60 URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjeo



oNOYTULT D WN =

Journal of Essential Oil Research

The first similarity in the chemical composition concerns the major compound which belongs to the
cadinane-type sesquiterpenoids (o-cadinol in A. spinosus and T-cadinol in A. maritimus), it is
noticeable that the Cadinol was found often in the chemical compositions of these species, but at a low
percentage, this is the first time that we have seen them as a major percentage in Asteriscus oil.
Chemical composition was marked by the abundance of oxygenated compound in the two collective
oils (52.9 and 54.6%) for A. spinosus and A. maritimus respectively. Thus for both species the number

of alcohols was equal, 19 alcohols in each composition.

The presence of an oil marker for each species has been reported in this study, but the presence of
shyobunone has also been noted as a common compound between the two chemical compositions.

However, the identification of shyobunone in our oil has not been reported in other studies on essential

=
"'/,/( —
O

shyobunone 6-epi-shyobunone iso-shyobunone

oils for either A. maritimus or A. spinosus.

I [RRRED

@)

Figure 5: Structures of Shyobunone derivates of 4. maritimus and A. spinosus essential oils from

Algeria

Conclusion

In the current study, the comparison between chemical composition of the essential oils of 4.
maritimus and A. spinosus has been investigated for the first time in Algeria. The two chemical
compositions studied have revealed the abandonment of the oxygenated compound especially the
oxygenated sesquiterpene in the collective oil of A. spinosus and A. maritimus respectively. The major
compounds of both species were a sesquiterpenic alcohol of cadinol isomer. A4. maritimus essential oil
from Algeria was different compared to literature data. That was the same think for A. spinosus, except

a few similitudes with the presence of cadinane form in literature (a-cadinol, T-cadinol and o-
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Table 1: Data of previous chemical investigations of essential oils of 4. maritimus and A. spinosus

Species Origins References Parts Main components
Ttal [9] Aerial  myrtenyl acetate (44.2 %), terphenyl (17.5 %), (Z)-p-farnesene (12.9 %), myrtenol (5.0%) and
y Parts terpinen-4-ol (4.5 %)
B-phellandrene (11.8%), fonenol (10.9%), a-phellandrene (10.0%), a-pinene (9%) and p-cymene
2 flowers (7.3%)
Spain 4 .
Z§ P 4] stems and  a-pinene (27.5%), p-cymene (10%), B-phellandrene (8.3%),a-phellandrene (7.2%) and fonenol
§ leaves (5.6%)
§ Tunisia [7] roots Tetradecanol (12.2 %), a-ylangene (8.3 %), caryophylllene alcohol (8.3 %), hexadecyl acetate
2 (7.0 %) and hexyl benzoate (4.5 %)
S flowers B-eudesmol (24.25%), Menthyl acetate (17.03%), pentadecanal (15.38%) and M-cymene
= (9.34%)
Tunisia (8] leaves  Hexadecanoic acid (30.35%), y-eudesmol (14.99%), (E,Z)-farnesol (11.99%) and a-bisabolol
(4.31%)
stems Hexadecanoic acid (49.8%), phytol (15.57%), 1-heneicosene (6.53%) and y-eudesmol (4.45%)
Aerial  a-cadinol (19.26%), 6-cadinene (13.93%), a-muurolol (12.88%) and germacra-1(10),5-dien-3,4-
Jordan [21] . 0
g Parts diol (8.41%)
§ flowers Acorenone B (33.85%), a-muurolol (21.93%), a-cadinol (8.54%), Oplopanonyl acetate (7.22%),
= Tord [16] W Germacrene D-4-ol (4.95%) and 3-cadinene (4.95%)
ordan
8 a-cadinol (13.5%), Acorenone B (9.64%), a-muurolol (9.83%), B-longipinene (6.26%) and -
S leaves )
s cadinene (9.79%)
< Ital [22] Aerial  Germacra-1(10),5-dien-3,4-diol (18.4%), a-cadinol (14.1%), 3-acetoxygermacra-1(10),5-dien-4-
y Parts ol (13.0%), T-cadinol (8.2%) and J-cadinene (5.8%)
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Table 2: Geographical distribution of Asteriscus (AM A. maritimus and AS A. spinosus) species from western Algeria

Species codes N° Voucher Localities GPS Coordinates Yields Alt
AMS1 AM-1011-F1 Sidi youchaa 35°06°55”N; 1°46°37°0 0,04 54
§ AMS2  AM-1011-F2 Wad halouf ~ 35°21°45”N; 1°16°26”0 0,02 28
b3 AMS3  AM-1011-F3 Egla 35°12°04”N; 1°38°18”0 0,06 116
S AMS4  AM-1011-F4 Plage malouz 34°14°28”N; 1°34°25”0 0,07 41
§ AMS5  AM-1011-F5 Beni achir 34°37°01”N; 1°35°00”0 0.09 1162
§ AMS6 AM-1011-F6 Wlad azzouz ~ 34°52'15"N ; 1°38'8"O 0,12 141
< AMS7 AM-1011-F7 Rechgoune  35°17°46”N; 1°27°46”0 0,04 71
AMS8 AM-1011-F8 Beni saf 35°16°02”N; 1°22°277°0 0,06 257
ASS1  AS-1012-F1 Henaya 34°56°54”N; 1°22°15”0 0,08 426
ASS2  AS-1012-F2 Ain kebira 1 35°01°49”N; 1°22°42”0 0,07 621
g ASS3  AS-1012-F3 Ain kebira2  35°01°32”N; 1°41°01”0 0,09 726
§ ASS4  AS-1012-F4 Boujlida 34°55°04”N; 1°20°40”0 0,03 612
E‘ ASS5  AS-1012-F5 Beni achir 34°36°43”N; 1°35°14°0 0,02 1277
S ASS6 AS-1012-F6 Egla 35°12°03"N; 1°38°2470 0,17 126
§ ASS7  AS-1012-F7 Sidi wchaa  35°06°44”N; 1°46°46”0 0,05 41
N ASS8  AS-1012-F8 El fahs 34°39°33”N; 1°32°26”0 0,08 791
ASS9  AS-1012-F9 Sidi bellabas ~ 35°12°11”N; 0°37°52”0 0,02 471
ASS10  AS-1012-F10 Zenata 34°59°04”N; 1°27°33”0 0,09 286

a Sampler codes, b Voucher codes, ¢ Harvest localities, d Sample positioning, e Yields % (w/w), f Altitudes (m)
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Table 3: Chemical composition of A. spinosus and A. maritimus essential oils

Asteriscus spinosus (AS)*

Asteriscus maritimus (AM)®

Page 16 of 21

No Compound® IRIa” RIa° RIp* Cco1  S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 co2 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Identification
1 3-Hexen-1-ol 831 835 1380 0,1 0,1 0,1 tr tr tr 0,1 tr tr 0,1 0,1 RI, MS
2 a-Thujene 922 924 1023 tr tr tr tr tr tr 0,1 0,1 tr tr tr RI, MS
3 a-Pinene 931 932 1022 1 1,0 09 1,5 01 tr 0,8 09 1,2 1,0 1,0 77 105 57 28 38 139 121 53 78 RI, MS
4 Camphene 943 944 1066 0,6 06 06 06 06 06 06 06 06 RI, MS
5 Sabinene 964 966 1120 0,2 03 0,2 tr 02 02 tr tr tr RI, MS
6  pB-Pinene 970 973 1110 12,9 142 145 17,6 132 17,1 151 12,9 132 16,2 15,0 0,4 0,7 0.2 tr 0,6 0,7 tr tr 0,3 RI, MS
7  Myrcene 976 982 1159 2 02 03 03 29 tr 04 19 03 02 25 0,5 07 05 01 06 05 01 01 03 RI, MS
8  a-Phellandrene 997 1000 1164 3,9 37 42 36 01 05 33 41 32 09 22 3,0 3,1 1,2 35 32 09 1,1 04 01 RI, MS
9  p-Cymene 1011 1014 1268 1,2 1,7 20 22 1,1 tr Lt 09 21 34 41 22,1 238 298 15,1 30,0 194 264 244 19,1 RL, MS
10 Limonene 1020 1023 1199 04 07 07 08 02 tr 0,6 tr 0,5 07 08 1,0 06 1,2 0,1 1,1 04 1,1 02 tr RI, MS
11 Z-B-Ocimene 1024 1027 1230 tr 0,8 tr tr 0,6 tr 0,1 0,7 tr RI, MS
12 E-B-Ocimene 1034 1038 1247 0,1 o1 o1 0,1 0,1 tr 0,1 tr tr tr 0,1 0,7 0,8 tr tr 0,6 tr 0,1 0,7 tr RI, MS
13 y-Terpinene 1047 1050 1243 0,1 o1 o1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr tr tr 0,1 0,1 0,1 tr tr tr 0,1 0,1 tr RI, MS
14 Octanol 1054 1054 tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr RI, MS
15 p-Cymenene 1074 1075 tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr RI, MS
16  Terpinolene 1080 1078 1280 0,2 o1 o1 01 04 tr 0,1 02 02 tr tr 0,1 o1 o1 01 0,1 0,1 tr tr 0,4 RI, MS
17 Nonanal 1083 1083 1394 tr tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 tr tr 0,2 RI, MS
18 Linalol 1081 1085 1544 1,5 0,1 0,1 0,1 L8 19 15 02 1,6 0,1 0,1 0,2 03 04 tr 02 02 03 04 0,1 RI, MS
19  Chrysanthenone 1101 1102 1499 tr tr tr tr tr tr 0,1 0,1 0,1 RI, MS
20 o-Campholenal 1105 1106 1481 tr tr tr tr tr tr 0,1 tr 0,1 RI, MS
21 cis-p-menth-2-en-1-ol 1108 1108 1108 tr 0,1 tr tr 0,1 0,1 tr tr 0,1 RI, MS

22 Camphor 1123 1124 1517 tr 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 RI, MS
23 trans-p-Menth-2-ene-1-ol 1123 1123 tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr RI, MS
24 trans-Pinocarveol 1125 1127 1656 0,1 02 02 o1 02 01 01 01 02 01 0,1 RI, MS

25 cis-Verbenol 1127 1130 1655 0,1 0,2 0,1 tr 0,1 02 0,1 tr 0,2 RI, MS

26 Citronellal 1131 1134 1479 0,1 tr 0,1 tr tr tr 0,1 tr tr RI, MS

27 Pinocarvone 1136 1136 1644 0,1 tr 0,2 tr 03 o1 02 03 02 0,1 0,1 RI, MS

28 iso-Menthone 1143 1147 1490 0,2 tr 0,2 tr 0,1 0,1 02 tr 0,1 RI, MS

29 Borneol 1148 1151 1780 0,2 03 0.2 tr o1 o1 01 02 03 RI, MS
30 Lyratol 1150 1156 1780 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 RI, MS
31 Umbellulone 1150 1153 1644 0,2 02 o1 o0 02 03 01 01 02 01 0,1 RI, MS
32  Albene 1155 1158 1284 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 RI, MS
33 Terpinen-4-ol 1161 1161 1600 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 RI, MS
34 Cryptone 1157 1163 1667 0,3 03 o1 01 02 02 03 0,1 tr RI, MS
35 p-Cymen-8-ol 1161 1169 1833 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 RI, MS
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1
2
3
4
5 116 Eudesm-4(5)-7-dien-1-B-ol 1672 1662 2347 1 02 03 0,3 0,3 1,3 0,1 02 03 1,2 03 RI, MS
6 117 Pentadecanal 1693 1684 tr 0,5 tr tr 0,3 1,0 06 02 1,1 tr tr RI, MS
2 118 a-Oxobisabolene 1724 1724 41 35 44 44 41 3,1 32 44 51 RI, MS
3 119 Tetradecanoic acid 1748 1742 03 05 01 01 t 01 02 04 01 t 01 RI, MS

120  14-hydroxy-o-Muurolene 1758 1753 2531 L5 19 15 13 36 39 18 34 33 42 35 RI, MS
9 121 14-hydroxy-5-Cadinene 1781 1786 2572 07 09 09 05 03 04 08 08 04 04 08 RI, MS
10 122 Phytone 1832 1832 02 04 04 04 04 10 03 09 02 02 03 RI, MS
11 123 Hexadecanoic acid 1958 1955 9,1 96 10,0 105 120 82 7,1 10,8 134 72 4,1 RI, MS

124 methyl-Linolenate 2079 2079 0,1 tr tr 0,1 0,1 0,1 0,1 tr tr 0,1 0,1 RI, MS, Ref
12 y
13 125 (2)-Phytol 2079 2079 41 78 66 68 51 41 24 43 62 RI, MS
14 126 Henciocosane 2100 2102 2101 03 01 04 02 03 01 01 03 03 02 01 RI, MS
15 127 (E)-phytol 2107 2105 2617 0,4 04 04 03 04 0,5 02 04 02 04 03 RI, MS

128 Linoleic acid 2123 2123 1,5 4,1 1,9 0,5 1,8 38 39 38 1,7 1,9 0,5 RI, MS
16 129 Docosane 2200 2202 2203 0,2 tr tr 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 tr tr RI, MS
17 130 Tricosane 2300 2302 2301 0,6 04 04 09 0,1 08 07 02 09 09 08 RI, MS
18 131 Tetracosane 2400 2402 2400 0,3 0,1 0,1 02 04 02 03 0,2 0,1 0,1 0,4 RI, MS
19 132 Pentacosane 2500 2503 2502 0,3 0,2 0,2 0,6 06 05 04 05 0,2 0,1 0,2 RI, MS
20
2 Total Identification % 94,7 927 938 921 935 92,6 91,8 929 935 931 92,5 942 936 939 932 927 949 91,3 927 935
22 Yields % (w/w) 0,08 0,07 0,09 0,03 0,02 0,17 0,05 0,08 0,02 0,09 0,04 0,02 0,06 0,07 009 0,12 0,04 0,06
23 Hydrocarbon compounds 40,1 41,9 414 41,8 32,5 383 43,1 357 385 40,1 395 41,3 42,7 425 27 45,6 40,8 46,2 37 31,6

Monoterpene hydrocarbons 21,8 21,8 229 263 182 17,6 21,7 21,1 20,7 224 257 36,5 422 398 223 41,5 368 418 32,6 28,7
24 Sesquiterpene hydrocarbons 164 19,1 172 135 12,5 189 196 132 159 164 1272 48 0,5 2,7 47 41 4 44 44 29
quiterp Y
25 diterpenic hydrocarbons 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
26 Non-terpenic hydrocarbons compounds 1,9 1 1,3 2 1,8 1,8 18 14 19 13 1,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 Oxygenated compounds 54,6 50,8 52,4 503 61 543 48,7 57,2 55 53 53 52,9 50,9 514 66,2 47,1 54,1 451 55,7 61,9
28 Oxygenated monoterpenes 67 24 29 26 83 59 63 58 42 33 38 11 113 144 12 14 11,7 104 114 11,1
29 Oxygenated sesquiterpenes 33,7 323 361 349 34 31,6 273 331 322 372 416 35,5 302 28,7 464 259 376 312 388 432
30 Oxygenated diterpenes 0,6 0,8 0,8 07 08 1,5 0,5 1,3 04 06 0,6 4,1 78 6,6 68 5,1 4,1 24 43 6,2
on-terpenic oxygenated compounds N N 5 N y s N B y 5 5 5 5 5 5 5 B 5 s
31 N rpeni yg d pound: 12,5 151 124 11,7 16,2 142 13,7 16,8 18 10,3 55 1,6 1,4 0,6 0,2 1,4 0.4 0.4 0,6 0,9
32 pheny! propanoides LI 02 02 04 1,7 L1 09 02 02 16 15 07 02 11 08 07 03 07 06 05
33 alcool 352 314 362 33 382 343 284 348 333 376 417 33 355 30 459 26 368 305 385 41,5
ald et cetone 5 39 22 37 56 54 62 45 46 36 4 99 57 78 78 81 65 53 62 109
34 ester 14 06 09 06 1,8 14 1 14 1 1,6 1,7 95 97 12,8 11,8 12,7 104 8,6 10,5 9,1
35 oxydes 2 07 1,1 18 15 1 1,8 15 09 1 08 0,2 0 03 02 01 02 03 01 02
36 acids 10,9 14,2 12 11,1 13,8 12,1 11,2 15 152 9,1 4,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
37 ® Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). Bold types refer to main compounds. * Retention indices of literature on the apolar column (IRIa) reported from [25]. ©
38 Retention indices on the apolar Rtx-1 column (Rla). ¢ Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). ¢ Collective oils (CO1 and CO2): Mixture of all Algerian A.
p p p g
39 spinosus and A. maritimus essential oils. Quantification was carried out using RFs relative to tridecane as internal standard. %: Normalized Percentages are given on the
P g g g

40
41
42
43
44
45 URL: http://mc.manuscriptcentral.com/tjeo
46
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apolar column except for components with identical Rla (percentages are given on the polar column), tr = trace (< 0.05%).. ' RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in
electronic impact mode. All compounds were identified by comparing their EI-MS and retention indices with references compiled in the in-house library except compounds
41, 46, 62, 67, 69, 88, 95 and 124.
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Figure 1: PCA of chemical compositions of both Asteriscus essential oils species. Distribution of variables (major of compounds corresponding
to those of Table 3 and distribution of samples (coding numbers of locations)
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Résumé

Les huiles essentielles sont des produits naturels a forte valeur ajoutée, elles sont utilisées,
d’une part pour leurs propriétés odorantes, dans le secteur des cosmétiques et parfums, et
d’autre part pour leurs propriétés médicinales. Les huiles essentielles sont d’une composition
chimique trés complexe; elles proposent parfois jusqu’a plusieurs centaines de molécules
aromatiques actives, qui se trouvent en proportions variables et qui nécessitent la mise en
ceuvre des méthodes de préparations et d’analyses les plus modernes.

Ce travail de thése, repose sur I’étude de la variabilité chimique de certaines especes
communes a I’ Algérie et dans le monde, afin d’établir des études comparatives, mais aussi des
especes endémiques de la région Ouest de I’Algerie, jamais décrites dans la littérature, afin
d’identifier leurs compositions chimiques et de déceler toute spécificité pouvant caractériser
leurs compositions chimiques et ainsi intéresser le monde industriel. Pour cela différents
volets ont été developpé : le principal volet est chimique, il concerne la caractérisation des
compositions chimiques des huiles essentielles, et les deux autres volets sont
complémentaires, un volet d’activités biologiques, et un volet sur I’étude économique qui
montre I’importance ou I’utilité que peut apporter le développement de certaines des especes
étudiées dans cette theése a I’échelle industrielle afin de créer de la plus-value socio-
économique.

Abstract

Essential oils are natural products with high added value; they are used, on the one hand for
their fragrant properties, in the cosmetics and perfumes sector, and on the other hand for their
medicinal properties. Essential oils have a very complex chemical composition; they
sometimes offer up to several hundred active aromatic molecules, which are found in varying
proportions and which requires the use of the most modern methods of preparation and
analysis.

This work is based on the study of the chemical variability of certain species common to
Algeria and the world, in order to establish comparative studies, but also endemic species of
the western region of Algeria, never described in the literature, and that in order to identify
their compositions and to detect any specificity that can characterize their chemical
compositions and thus interest the industrial world. For different components have been
developed: the main component is chemical, it concerns the characterization of the chemical
compositions of essential oils, and the other two components are complementary, a
component of biological activities, and the last part concerns an economic study that the
importance or usefulness that the development of some of the species studied in this work can
bring to the industrial scale to create socio-economic added value.
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