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- 	 Résumé 

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de composés phénoliques 

et des huiles essentielles auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes 

et des capacités antioxydantes. 

Les huiles essentielles de L. stoechas L et S. olusairum L ont été analysées par CPG et 

RÎvIIN du carbone-13. Les constituants majeurs sont : fenchone, cinéole et camphre pour la 

Lavande. Le fiiranodiène/furanoélémène (46 1/0) pour la partie aérienne de Smyrnium avec 

en plus un autre composé terpénique, en teneur notable, le fiiranoeremophillone (12,2%). 

Différentes classes de composés phénoliques ont été identifiés par chromatographie sur 

couche mince avec une prépondérance d'une classe par rapport à une autre suivant 

l'origine végétale de l'extrait. Nous avons mis en évidence de la rutine et l'acide ferulique 

dans l'extrait brut de L. stoechas, du catéchol dans C. ladaniferus, l'hydroquinone dans 

l'extrait de C. oxyacantha et la rutine dans S. olusatrum. 

Des activités antimicrobiennes variables avec les flavonoïdes et les huiles essentielles se 

sont révélées sur 11 souches de bactéries; 7 espèces de moisissures et une souche de levure 

C. albicans. Alors qu'aucune activité n'a été signalée sur la souche Pseudornonas 

aeruginosa (p4) et Citrobacter pour l'ensemble des extraits naturels. 

In vitro les extraits méthanoliques flavonoïdiques ont présenté de fortes propriétés de 

piéger les molécules du radical libre DPPI-I. Les ECSO dans l'ordre du pouvoir antioxydant 

était: C. oxyacantha (2,75 .tg/ml) > L. stoechas (5,29 .tg/ml) > S. ohisatrum (9,68 iiWml) 

> C. ladanferus (11,42 j.&glml). 

Nous avons conclu aussi dans cette étude que les huiles essentielles possèdent la capacité 

antioxydante mais faible en comparaison avec les extraits flavoniques. 

Mots clés: Lavandula stoechas, Srnyrnium olusairum, Cisius ladanferus, Grataegus 

- 	 oxyacantha, huile essentielle, flavonoïdes, pouvoir antimicrobien, Pouvoir antioxydant. 
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Abstract 

The natural extracts resulting from the plants contain a variety of phenohc compounds and 

- essential oils w which ive ailot an inhibiting capacity of the micro-organisms and 

antioxidant capacities. 

Essential oils of L stoechas and S. olusatrum were analyzed by OC and 13C NMR. The 

major components are: fenchone, cineole and camphor for the Lavender and 

furanodiene/furanoelemene (46 1/o) for the air part of Smyrnium with in more, notable 

content another terpenic compound, the furanoeremophillon (12,2%). 

Various classes of phenolic compounds were identified by thin layer chromatography with 

a preponderance of a class compared to another according to the origin plant of the extract. 

We highlighted rutin and the acid ferulic in the crud extract of L. stoec/zas, tue catechol in 

C. ladanferus, the hydroquinon in the extract of C. oxyacantha and rutin in g  ohisatnirn. 

Variable antimicrobial activities with the flavonoids and essential oils appeared on 11 

strains of bacteria; 7 species of moulds and a one strain of yeast C. albicans. Whereas no 

activity was announced on the strain Pseudomonas aeruginosa (p4) and Ciirobacter for the 

whole of the natural extracts. 

In vitro, the metabolic extracts presented strong properties to scavenge the molecules of 

free radical DPPH. The EC50 in the order of the antiradical capacity were: C oxyacantha 

(2, 75 tg/ml) > L stoechas (5, 29 j.ig/ml) > S. olusatrum (9, 68 j.tg/ml) > C ladanferus 

(li, 42 p.g/ml). 

In this study, we also concluded that essential oils have the antioxidant capacity but low in 

comparison with the extracts flavonic. 

Key words: Lavandula stoechas, Smyrnium oluscztrum, Cistus ladanfen,s, Crataegus 

oxacaiit/ra, essential ou, f?avorioids, antimicrobial activity, antioxidant power. 
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n grand nombre de plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et 

autres, possèdent des propriétés biologiques très intéressantes, qui trouvent application 
dans divers domaines à savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture. 

eependant, l'évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante 

et antimicrobienne, demeure une tâche très intéressante et utile, en particulier pour les 
plantes d'une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les 
traditions médicinales. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. 
En effet, les métabolites secondaires font et reste l'objet de nombreuses recherches in vivo 
comme in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les 
composés phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles. 

On a longtemps employé des remèdes traditionnels à base de plantes sans savoir à 

quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de définir les molécules 
responsables de l'action bien que certains effets pharmacologiques prouvés sur l'animal 
aient été attribués à des composés tels que les alcaloïdes et dérivés, des terpènes, stéroïdes 
et des composés polyphénoliques (Bahorun, 1997). 

eaucoup de métabolites secondaires sont également importants pour notre 

alimentation (goût, couleur), alors que d'autres parmi les alcaloïdes, anthocyanines, 
flavonoïdes, quinines, lignanes, stéroïdes, et les terpènoïdes ont une application 
commerciale dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des 
drogues, colorants, arômes, parfums et des insecticides (Teixeira da Silva, 2004). 

continent africain est un des continents doté d'une biodiversité de plantes 

utilisées comme herbes, aliments naturels et pour des buts thérapeutiques. C'est en grand 
parti dû à la géographie vaste englobant une masse de terre approximativement de 216, 
634.000 hectares de secteurs forestiers fermés. Plus de 5.000 de substances naturelles 
différentes ont été identifiées et beaucoup d'entres elles se sont avérées utile dans la 
médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement des maladies. Malgré la nature 
hétérogène du continent, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des agents 
cliiniiothérapeutiques et prophylactiques de ces plantes (Farombi, 2003). 

e'est pourquoi, nous nous somme intéressé à l'étude de certaines plantes, poussant 

â l'état spontané dans les monts de la région de Tlemcen, et qui sont moins fréquemment 
employées ou sans application par la population. 

travail vise à étudier l'activité antimicrobienne et antioxydante des extraits de 

quatre plantes, à savoir les huiles essentielles et les flavonoïdes. Ces plantes sont 
Lavandulci sioecha.s I. ('i.siu.s Iadaniferu.s L Craiciegus oxyacaniha J. et Smyrnium 
oIusairzin L. 
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'7tre travail est initié par une recherche bibliographique où nous apportons dans 

le premier chapitre un abrégé de l'histoire de l'utilisation des plantes médicinales au cours 
des siècles. Le deuxième chapitre élucide la composition, la biosynthèse et les activités 
biologiques de deux groupes important des métabolites secondaires produits par ces 
plantes et qui sont les huiles essentielles et les flavonoïdes. Le troisième et quatrième 
chapitre définissent le stress oxydant et les antioxydants et donnent leur relation avec les 
radicaux libres, ainsi le quatrième chapitre explique pourquoi les substances pytochimiques 
spécialement les flavonoïdes font l'objet récemment de recherches très poussées dans la 
médecine. Le dernier chapitre de la partie bibliographique expose les plantes médicinales 
choisies pour l'étude du pouvoir antimicrobien et antioxydant. La partie pratique est 
subdivisé en deux chapitres, le premier (6erne  chapitre) présente les méthodes et les 
techniques utilisées pour la réalisation de ce travail à savoir: 

> Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation et entraînement à la 
vapeur d'eau. Extraction des composés phénoliques par macération douce 
par des solutions alcooliques. 
Les analyses de la composition chimique par CPG et RMIN ' 3C pour les 
huiles volatiles et des CCM pour les flavonoïdes. 

> Les méthodes du test de sensibilité des bactéries et champignons vis-à-vis 
des extraits naturels. 

> Estimation au moyen du DPPH de la capacité des extraits végétaux à piéger 
les radicaux libres. 

En fin le septième chapitre discute les résultats obtenus dans cette étude. 

Vous rapportons aussi une étude comparative sur les propriétés antimicrobienne et 

antioxydante des différents extraits obtenus afin de choisir les composés les plus efficaces. 
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J- Les plantes et la Médecine 

1-1. Historique 

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siècles comme remèdes 
pour les maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur 
thérapeutique. Récemment, l'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme 
alternative de santé et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques 
disponibles a mené des auteurs à étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales 
(Nostro et al., 2000) et en raison d'une conscience croissante des effets secondaires 
négatifs infligés par les drogues modernes, beaucoup cherchent les remèdes normaux sans 
effets secondaires et bien sûr coût élevé de médecine conventionnelle (Schnaubelt, 1998). 

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grâce à 
la richesse de ce qu'on appelle le métabolisme secondaire. Cependant, l'homme n'a 
découvert les vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par 
l'organisation des rapports sociaux, en particulier à partir du néolithique (8000 ans av. 
J.C.). L'observation liée à l'expérience et la transmission des informations glanées au cours 
du temps font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de 
retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000). 

Dans les civilisations chinoise, indienne (médecine ayurvédique) ou aztèque, on 
trouve la trace d'utilisation médicinale très ancienne. Le premier livre de matière médicale, 
le Shen Nung Ben Cao jing ("Traité des plantes médicinales de l'empereur Shen Nung"), 
fut rédigé vers 2900 avant J.-C. 4000 ans avant J-C., les populations babyloniennes et 
sumériennes utilisaient les plantes pour se soigner : 600 tablettes d'argiles mentionnent 
1000 plantes pour leurs vertus curatives et plus de 800 remèdes sont décrits par les 
Egyptiens (Fouché et ai, 2000). Le soin de la peau a commencé 3.000 ans avant 
naissance du Christ, quand les Egyptiens ont enregistré en forme hiéroglyphique le soin de 
la peau sur des peintures de mur de temple (Dweck, 2002). 

Les grands médecins grecs, dont le plus célèbre est Hippocrate (5e  siècle av. J.-C.), 
utilisaient couramment les narcotiques, les laxatifs ou des émétiques (vomitifs). 
Théophraste (370-285 av. J.-C.) classe les plantes dans son ouvrage Historia plantarum 
(Fouché et al., 2000). 

A l'apogée de l'empire arabe (dont les frontières allaient de l'Inde à l'Espagne), tous 
les documents écrits furent réunis à Bagdad dans la plus grande bibliothèque de l'époque 
(entre le 7e  et 9e  siècle). Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en 
pharmacie : Abu Bakr al-Razi ou Rhazès (865-925), fut l'un des grand médecins de son 
temps et aussi le précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi par Ibn Sina ou Avicenne 
(980-1037) qui écrivit le "Canon de la médecine". Ce livre servira de base à l'enseignement 
de la médecine dans les universités de Louvain et de Montpellier jusqu'au environ 1650. 
Ibn al Baytar (1197-1248) rédigea le très complet Somme des Simples : ce livre contenait 
une liste de 1400 préparations et plantes médicinales dont un millier étaient connues des 
auteurs grecs (Fouché et al., 2000). 
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I-2. Domaines d'application des plantes médicinales 

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples mis à profit 
dans l'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés, 
on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés 
en thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments 
d'origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, 
ou des matières premières pour la semi synthèse (Bahorun, 1997). 

Il y a eu donc un réveil vers un intérêt progressif dans l'utilisation des 
plantes médicinales dans les pays développés comme dans les pays en voie de 
développement, parce que les herbes fines guérissent sans effet secondaire défavorable. 
Ainsi, une recherche de nouvelles drogues est un choix normal (Scientific 
Correspondence, 2003). 

•• Utilisation en médecines entant que médicament pour l'homme; exemple: 
en urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcères d'estomac, laxatifs, 
sommeil et désordres nerveux, (Svoboda et Hampson, 1999). 

> systèmes cardiovasculaires, ex : Flavoce est un médicament constitué par la flavone 
non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine est utile dans le 
traitement de l'athérosclérose (Narayana et al., 2001). 
drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoires (Melaleuca 

alterizfo1ia, Echinacea anguslifolia, (7hi ysantenum parihenium, Achillea 
niillefolium,.. etc.) (Svoboda et Hampson, 1999; Pedneault et al., 2001; Amjad 
Hossain, 2005). 

> contre le diabète (Azadirachia indica) (Amjad Hossain, 2005). 
les maladies du stress, des activités antioxydantes ; tel que le thé noir, le thé vert et 
le cacao sont riches en composé phénoliques, parmi lesquels theaflavine, le 
resveratrol, le gallate et epigallocatéchine procyanidine, très étudié en raison de 
leur rôle en tant qu'agents chemopreventifs basés sur leurs capacités antioxydantes 
(Lee et al., 2003). D'excellentes capacités à inhiber les réactions oxydatives ont été 
mises en évidence pour les huiles essentielles de romarin, sauge, thym, origan, 
sarriette, clou de girofle, gingembre et curcuma (Cuvelier et al., 1990, 1992,1996) 

- Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: Les produits naturels des 
plantes depuis des périodes très anciennes ont joué un rôle important dans la 
découverte de nouveaux agents thérapeutiques ex: la quinine obtenue à partir du 
quinquina "Cinchona" a été avec succès employée pour traiter le malaria 
(Dastidar et al., 2004), l'arbre de thé (Melaleuca alterizifolia) est renommé pour 
ses propriétés: antibactériennes, anti-infectieux, antifongiques, antivirales 
(Svoboda et Hanipson, 1999), aussi comme antiviral (Azadfrachla indica, A/oe 
rera, Andrographis panidulala, lYiihcinia somnifera,  Astragalus ,nembranaceiis, 
('urcurna Ionga ... etc.) (Amjad Hossain, 2005; Lyons et Nambiar, 2005) mais 
aucune plante n'est aussi efficace que les médicaments antirétroviraux pour arrêter 
la réplication du VIH (Lyons et Nambiar, 2005), antibactérienne (Azadirachia 
indica), antifongique (AcIenoca/ ma alleaceumn, A /1/111?? ampeloprasmun, A I/iu,n 
ranzosunz, A Ilium sailvum, Tii/haghia %'iolacea, ('apsicum annuunz, C'apsicum 
chinense, ('apsicurnfrutescens) (W ilson et al., 1997). 
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•• En Agriculture exemple: l'arbre Azadirachta indica, qui se développe dans 
tout le subcontinent indien, est une des plantes médicinales les plus importantes au 
Bangladesh, de 12 à 18 mètres de hauteur avec un périmètre atteignant jusqu'à 1,8 
à 2,4 mètres. Les huiles de cet arbre ont des utilisations dans l'agriculture, dans le 
contrôle de divers insectes et nématodes (vers parasites) (Amjad ILossain, 2005). 

•• En alimentation 
> assaisonnements, des boissons, des colorants (Svoboda et Hampson, 1999; 

Porter, 2001) et des composés aromatiques (Smallfield, 2001). Les épices et les 
herbes aromatiques utilisées dans l'alimentation sont pour une bonne part 
responsables des plaisirs de la table (Delaveau, 1987), considérées comme 
condiments et aromates. 
La popularité des épices et herbes aromatiques a été et reste très liée à leurs 
propriétés organoleptiques. La notion de flaveur des épices et aromates recouvre 
l'ensemble des perceptions olfacto-gustatives. Ces perceptions résultent de stimuli 
générés par une multitude de composés organiques dont certains sont volatils et 
constituent ce qu'on appelle en général l'huile essentielle, les autres non volatils, 
sont plus particulièrement responsables de la saveur et de la couleur (Richard et 
Multon, 1992; Takeoka, 1998; Belitz et Grosch, 1999). 

+ En cosmétique 
> des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d'hygiène (Porter, 

2001). 

•:• Des suppléments diététiques (Smalllield, 2001). 
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II- les substances actives (huiles essentielles et flavonoïdes) 

II-1. Les huiles essentielles 

II-1-1. Définition 

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des plantes, qui 
sont extraites par distillation par la vapeur ou des solvants (Smalllield, 2001). 
Pour la 8' édition de la pharmacopée française (1965), les huiles essentielles (= essences = 
huiles volatiles) sont : «des produits de composition généralement assez complexe 
renfermant les principes volatils contenu dans les végétaux et plus ou moins modifiés au 
cours de la préparation. » (Bruneton, 1993). 

11-1-2. Rôle physiologique 

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites 
secondaires, mais leur rôle exact dans le processus de la vie de la plante est inconnu (Rai 
et al., 2003). 

Il y a beaucoup de spéculation au sujet du "rôle" d'huiles essentielles des plantes. 
Certainement plusieurs effets apparent "utiles "ont été décrits: réduction de la compétition 
des autres espèces de plante (allélopathie) par inhibition chimique de la germination des 
graines, et protection contre la flore microbienne infectieuse par les propriétés fongicides 
et bactéricides, et contre les herbivores par goût et effets défavorables sur le système 
nerveux (Porter, 2001). 

Certains auteurs pensent que la plante utilise l'huile pour repousser ou attirer les 
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D'autres considèrent l'huile 
comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent l'humidité 
des plantes dans les climats désertiques (Belaïche, 1979). 

I1-1-3. Méthodes d'extraction 

(Alkire et Simon, 1992; Bruneton, 1993; Parfum - L'expo, 2002; Sousa et al., 2002; 
Adio, 2005) 

•. Enfleurage et Macération 
• 	Cette technique, la plus ancienne, très coûteuse et peu employée aujourd'hui. On 
l'emploie pour des fleurs sensibles, ne supportant pas un chauffage trop élevé, comme par 
exemple le jasmin, la violette et la rose. Les fleurs sont mises à macérer dans des graisses 
ou des huiles et chauffées (bain-marie ou soleil) et étalées sur des châssis en bois pendant 
plusieurs jours. Une fois gorgés de parfum, les corps gras sont filtrés au travers des tissus 
de lin ou de coton. Les huiles sont ensuite lavées à l'alcool pur, filtrées et évaporées. 

+ Expression 
C'est une technique simple où les écorces des agrumes sont pressées à froid pour 

extraire leurs huiles essentielles. 

•:• Distillation : Hydrodistillation 
La distillation est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles. 

Les extraits végétaux sont chauffés jusqu'à ébullition; l'huile essentielle s'évapore alors 
avec les vapeurs dégagées, puis est condensée et séparée de l'eau. 
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- 	 •. L'entraînement à la vapeur 
Pour éviter certains phénomènes d'hydrolyse sur des composants de l'huile 

essentielle ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le procédé de 
l'entraînement à la vapeur a été mis au point. La masse végétale repose sur une grille vers 
laquelle la vapeur est pulsée. Les cellules se distendent et les particules d'huile se libèrent. 
Ces dernières sont alors vaporisées et condensées dans un serpentin réfrigéré. La 
récupération de l'huile essentielle est la même que dans le cas de l'hydrodistillation. 

•• L'extraction aux solvants volatils 
Cette technique est elle aussi utilisée avec des fleurs ne supportant pas la chaleur, la 

distillation ne convient que pour les végétaux dont le rendement en huile essentielle est 
suffisamment important, les solvants très volatils par exemple l'éther, et l'hexane qui 
s'évaporent rapidement sont employées. Le solvant lave la matière première qui subira 
après décantation et concentration, une distillation partielle. Ce solvant volatil est alors 
séparé de la "concrète" par filtrage, puis glaçage de —12°C â —15°C. La précieuse substance 
ainsi obtenue est à nouveau filtrée et concentrée à faible pression. 

• L'extraction au CO supercritique 
- 	 Il s'agit du procédé le plus récent d'extraction â froid des matières premières 

végétales utilisant le gaz carbonique : le CO2. Sous pression et à température supérieure à 
31°C, le gaz carbonique se trouve dans un état "supercritique", la matière végétale est 
chargée dans l'extracteur puis le CO2 est introduit sous pression et réfrigéré. Le mélange 
est recueilli dans un vase d'expansion. La pression y étant réduite, le CO2 reprend sa forme 
gazeuse et est complètement éliminé. L'extrait végétal est isolé, les matières premières 
ainsi obtenues sont proches du produit naturel d'origine sans trace résiduelle de solvant. 

II-1-4. Composition chimique des huiles essentielles 

Les huiles volatiles sont des mélanges très complexes, les constituants sont 
principalement des monoterpènes et des sesquiterpènes de formule générale (C 5H8) n. les 

-  composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures incluent des alcools, des aldéhydes, des 
esters, des éthers, des cétones, des phénols et des oxydes. On estime qu'il y a plus de 1000 
monoterpènes et 3000 sesquiterpènes. D'autres composés incluent des phénylpropanes et 
des composés spécifiques contenant le soufre ou l'azote (Svoboda et Hampson, 1999). La 
figure 01 présente la structure de quelques composants retrouvés dans l'huile essentielle. 

11-1-5. Localisation et lieu de synthèse 

Les huiles essentielles peuvent être stockées dans tous les organes végétaux 
feuilles, fleurs, écorces, bois, racines, des rhizomes, fruits et des graines. La synthèse et 
l'accumulation sont généralement associées à la présence de structures histologiques 
spécialisées (fig. 02 et fig. 03), souvent localisées sur ou à proximité de la surface de la 
plante : cellules à l'huile essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs 
des Laniiacées, des poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs 
des Apiaceae ou des Asteraceae (Bruneton, 1993). Plusieurs catégories de tissus 
sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une même espèce, voire dans un même 
organe (Fahii, 1979; Fahn, 1988). 
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Fig. 01: Structure de quelques substances 
rencontrées dans les huiles essentielles. 
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Les trichomes glandulaires sont les sites primaires de la biosynthèse d'huile 
essentielle, et les plantes qui manquent de telles structures spécialisées synthétisent et 
amassent seulement des traces de monoterpènes. En conséquence, la dynamique du 
développement de ces structures ainsi que le process(s) sécréteur d'huile et le 
mécanisme(s) ont une incidence directe avec la production de l'huile/ le potentiel du 
système producteur (Sharma et al., 2003). 

Fig. 112 QaJMk sànpk, e»6èrenwgd 
atare d'Iu et en £or k dzne 
(800,ç) (S.Kintaet al, 2OO 

Fi& 03 :I&spo ssur1œàœ 
d'ime &ur d'un orn(Porei 201). 

II-1-6. Biosynthèse 

Les huiles essentielles produits du métabolisme secondaire des plantes, se 
composent généralement de: 
1. Les matériaux volatils synthétisés via le précurseur isopentenyl pyrophosphate (IPP), 
consistent en des mélanges complexes de mono-sesquiterpènes et de matériaux oxygénés 
dérivés d'eux. 
2. phényl Propanoides de la voie acide shikimique, et leurs produits de biotransformation. 
(Hatanaka et ai, 1987). 

Les terpènes constituent une famille de composés largement répandus dans le règne 
- végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette 

d'une unité isoprènique à 5 atomes de carbone (C5H8) reconnue par Wallach dès 1887. Cet 
isoprène (I) est à la base du concept de la "règle isoprènique" énoncée en 1953 par Ruzicka 

- et complétée par Lynen et al. (1958) et Bloch et al. (1959). Cette règle considère le 
diphosphate d'isopentényle (11), désigné sous le nom d'isoprène actif, comme le véritable 
précurseur de la molécule terpénique ; d'où le nom d'isoprènoïdes sous lequel on les 

- 	désigne également. 

Ch3 	 H 

H2 	 H2C C 	0FF 

I II 	 H 	H 

(- rnéthylbutadiène 
- 2-tr,èthyl 1 ,3-butadiènoj 	

diphosphate disopentényIe 

La voie la plus couramment admise pour la synthèse de la molécule dIPP consiste à 
la condensation de deux molécules d'acétyl CoA pour former de l'acétoacétyl CoA (fig. 
04). Cette réaction est d'abord catalysée par une acétoacétyl CoA thiolase, couplée à une 
Fe(2)quinone. Puis l'HMG CoA synthétase catalyse la fixation d'une troisième molécule 
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d'acétyl CoA qui donne le f3-hydroxy- 3-méthyIglutaiyl coenzyme A (HMG CoA). L'HMG 
CoA est aussi un substrat pour 2 autres enzymes spécifiques, l'HMG CoA lyase (HMGL) 
et la 3-méthylglutaconyl CoA hydratase (MGH). Cette fixation d'un acétyl CoA sur un 
groupement carbonyle est semblable à la réaction permettant l'entrée de l'acétyl CoA dans 
le cycle de Krebs par condensation sur l'acide oxaloacétique. La réduction de la fonction 
acide (engagée dans une liaison thioester) en alcool est catalysée par l'HMG CoA réductase 
et donne l'acide mévalonique. 

Un groupement diphosphate va ensuite être fixé sur la fonction alcool primaire de 
l'acide mévalonique. Le mévalonate 5-diphosphate ainsi formé va réagir avec une 
troisième molécule d'ATP ; cette réaction fournit un composé instable qui se décompose 
spontanément en perdant la fonction alcool tertiaire et le groupement carbonyle libre. Ainsi 
est élaboré un dérivé à 5 atomes de carbone, le diphosphate d'isopentényle (IPP), qui est la 
forme biologiquement active de la molécule isoprènique. 

L'IPP est l'intermédiaire clé dans la formation des composés terpéniques (fig. 05). 
La première étape de la formation des diphosphates des prényles est. l'isomérisation de 
l'IPP en diphosphate de diméthylallyle (DMAPP). Cette réaction est catalysée par une 
enzyme hydrosoluble, l'isopentényl diphosphate isomérase (Lamarti et al., 1994; 
Dudareva et al., 2005). 

Les terpènoïdes sont classés selon le nombre d'unités isoprène en une série de 
structures homologues: hemiterpènes C5 (1 unité isoprène), monoterpènes CIO (2 unités 
isoprènes), sesquiterpènes C15 (3 unités isoprènes), diterpènes C20 (4 unités isoprènes), 
triterpènes C30 (6 unités isoprène), tetraterpène C40 (8 unités isoprène), polyterpènes 
(C5)n où n peut être 9-30 000. 

La biosynthèse des terpènoïdes implique l'addition de l'unité isoprène avec son 
isomère pour former le geranyl diphosphate (GPP, CIO), condensé avec une autre unité 
IPP forment le diphosphate de farnesyl (FPP, C15) à l'origine des sesquiterpènes. 
Les précurseurs parentaux compte tenu de la modification structurale par l'oxydation, la 
réduction, l'isomérisation, l'hydratation, la conjugaison et/ou d'autres transformations 
donnent une variété de terpènoïdes (Dubey et al., 2003). 

Les systèmes enzymatiques: les systèmes hydrosolubles et les systèmes 
membranaires permettent l'élongation de la chaîne isoprènique conduisant à tout l'éventail 
des composés terpèniques à 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones (fig. 05). Les enzymes 
impliquées sont, d'une part, une isomérase et, d'autre part, une ou plusieurs 
prènyltransférases (Bruiieton, 1993). 

Les monoterpènes sont volatils, entraînables à la vapeur d'eau, d'odeur souvent 
agréable et représentent la majorité des constituants des huiles essentielles (Bruneton, 
1993). 
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Fig. 04 : Principales étapes de la biosynthèse du diphosphate 
d'isopentényle à partir de l'acétyl CoA 

(Lamarti et al., 1994). 

1: acétoacétyl CoA thiolase 	4 : mévalonate kinase 
2 I-EMG CoA synthétase 	5 mévalonate 5-phosphate kinase 
3 : I-DvIG CoA réductase 	6 : mévalonate 5-diphosphate décarboxylase 
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Fig. OA 	vnt1e de différeiues classes teil)éiiqlffl. chez les p1aIde 
(Dteyet a1.,2003. 

II-1-7. Facteurs influençant la composition 

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant 
diverses conditions: l'environnement, le génotype, origine géographique, la période de 
récolte, le séchage, lieu de séchage, la température et durée de séchage, les parasites, les 
virus et mauvaises herbes (Svoboda et Hampson, 1999; Smallfield, 2001). C'est ainsi 
que l'action des huiles est le résultat de l'effet combiné de leurs composés actifs et 
inactifs, ces composés inactifs pourraient influencer la disponibilité biologique des 
composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir un effet synergique 
(Svoboda et Harnpson, 1999). 

Ajouter à la complexité des huiles volatiles (Svoboda et Hanipson, 1999), les 
proportions des différents constituants d'une huile essentielle peuvent varier de façon 
importante tout au long du développement, aussi les chimiotypes ou races chimiques sont 
très fréquents chez les plantes aromatiques exemple, on compte pour ïhymus vii/garis; 
espèce morphologiquement homogène sept chimiotypes différents (Bruneton, 1993). 

Les conditions principales requis pour une production rentable en huile essentielle 
sont: bon matériel végétal, variété de la plante, le sol, équipement de distillation et le 
climat, (Srnallfield, 2001). 
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II-1-8. Activités biologiques 

> les huiles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des produits 
naturels et en industrie des parfums (Smalllheld, 2001). 

Les huiles ont des propriétés antiseptiques pour les poumons (Eucalyptus), 
dépuratives ou cicatrisantes (Lavande) (Caillard, 2003), activité analgésique 
(Origan, Thym) (SchwimmLe et al., 2001). 

> Activité antimicrobienne et antiparasitaire: terpènes ou terpènoïdes ont des effets 
contre les bactéries, les mycètes, les virus et les protozoaires. De 1977 jusqu'au 
1999 a été signalé que 60% des dérivés des huile essentielle examinés sont 
inhibiteurs de mycètes tandis que 30% inhibent les bactéries. Le triterpènoïde, 
l'acide betulinique est de juste un de plusieurs terpènoïdes qui ont montrés une 
action inhibitrice envers HIV. Le mécanisme de l'action des terpènes n'est pas 
entièrement compris mais on pense qu'il s'agit de la rupture de la membrane par 
les composés lipophiles (Cowan, 1999). 

— 	 Le carvacrol et le thymol possèdent une activité antibactérienne, activité 
antifongique contre les mycètes phytopathogénes (Schwiimmle et al., 2001), 
également l'huile essentielle de la Menthe pouliot dont le composé majoritaire est 

— 

	

	 le R (+) Pulégone (82%) est doté d'un fort pouvoir antifongique contre 
Pénicillium et Mucor (Belghazi et al., 2002). 

Le nérolidol, un sesquiterpène actif de la plante de l'Amazone Viola surinamensis 
possède une activité antimalaria, prouvée par les études de Lopes et al. (1999), 
dont l'huile essentielle cause l'inhibition à 100% du développement de l'agent 
infectieux, cette activité est liée à l'inhibition de la biosynthèse des 
glycoprotéines. 

Chez Inula helenium (Elecampane, en anglais), l'alantolactone et son isomère sont 
les constituants majeurs de l'huile essentielle et ont des propriétés antibactériennes 
notamment contre Mycobacterium tuberculosis, anti-protozoaires contre 
Entarnoeba histolytica, qui cause des amibiases et antifongiques contre des 
pathogènes opportunistes comme certains dermatophytes (Pedneault et ai, 2001). 

Activité antioxydante: la capacité antioxydante de l'huile volatile est étroitement 
liée à tout le contenu phénol (Stefanovits-Bânyai et al., 2003). 

Le carvacrol est un des composants principaux des huiles essentielles de certaines 
labiaceae (lamiaceae), comme l'origan, thym dont la teneur peut atteindre jusqu'à 
86%. L'activité antioxydante de ces herbes est dû au carvacrol, thymol et un autre 

-  phénol (Schwammle et ai, 2001). Ceci a été confirmé par un certain nombre de 
travaux. .Iiikit et \1ilo (200) iiU niontis dans Lille  etude portant sur l'huile 
eenticl1e de /Inniv ( il mu.. ini.u''c / } que les cheniotpes phénoliques 
(II ivmol et carvacrol et non phenoliques ( ltnakl ) sont capable de reduire le radical 
2.2-diphenvi- I -picrvlhvdrazvl. avec un effet plus éleve enregistre pour ICS 

chemut VNS  PIIenOIRlUeS. Ces nhser al ion. un explique par la cO lice lit ratiOfl eleve 
de thvniol et carvacrot dans ces derniers 
L'activité de quelques substances rencontrées dans les huiles essentielles est 
résumée dans le tableau 01 
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Tableau 01: Bioactivité de quelques principes des huiles essentielles. 

Le composé Bioactivités Référence 
Acétate de bornyl antibactérien; antispasmodique; antiviral; expectorant; 

saveur; insectifuge; myorelaxant; pesticide; sédatif 

Camphre Allélopathique; analgésique; anesthésique; antiacné; 
antidiarrhétique, antidysenterique; antioxydant; 

antiseptique; antispasmodique; stimulant- CNS; cancer- 
préventif; carminatif, produit de beauté; 	expectorant; 

fongicide; herbicide; insectifuge; nématicide; pesticide; 
stimule la respiration; vibriocide Teixeira da 

Silva (2004) 
Carvone antiacétylcholinesterase; antiseptique; CNS-stimulant; 

cancer-préventif; carminatif; saveur; insecticide; 
insectifuge; nématicide; parfumerie; pesticide; sédatif; 

trichomonicide; vermicide 

Sabinène Parfumerie 

- thujone Antibactérienne 
; 
insecticide; larvicide ; 

pesticide  
1,8- cinéole Antimicrobienne Svoboda et 

Anéthollestragole Antispasmodique Hampson 
Linalol Antimicrobienne, hypnotique, hypothermique (1999) 

Bêta asarone Sédatif, hypnotique  
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II-2. Les composés phénoliques 

II-2-1. Généralités 

Les polyphénols constituent un groupe le plus nombreux et largement distribué 
des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques 
connues. Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et 
présents dans tous les organes de la plante. Ils résultent biogénétiquement de deux voies 
synthétiques principales: la voie shikimate et acétate (Lugasi et ai, 2003). 

Les polyphénols (fig. 06) possèdent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non 
d'autres fonctions (OH alcoolique, carboxyle,...). Dans cette catégorie, on trouve de 
nombreuses substances : les noyaux simples en C6-C1 et C6-C3, les noyaux dérivant de 
l'extension du phényl propane, en C6-C3-C6 (Dubois et al., 1977). 
Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent être divisés en au moins 10 classes 
différentes selon leur structure chimique de base. Peuvent s'étendre de molécules simples, 
telles que les acides phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que les 
tannins (Lugasi et al., 2003). 

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoïdes simples et les 
proanthocyanidines) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des 
plantes (Bela et al., 2005). 

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles 
et médicinales (Psotovâ et al., 2003). Comme exemple d'acide phénolique, on cite: acide 
chlorogénique, acide caféique, acide protocatéchique, acide vanillique, acide ferulique, 
acide sinapique et acide gallique (Hale, 2003). 

Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets prebiotique, 
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est faible et sont considérés 
comme non toxiques. P harmaco logiquement, le mieux caractérisé est l'acide caféique 
(RA). (Psotovâ et al., 2003). Cet acide et l'acide ferulique empêchent la formation du 
cancer des poumons chez les souris, l'acide gallique inhibe la formation du cancer 
oesophagien chez les rats (Hale, 2003). 

Les anthocyanidines sont des dérivés du flavylium ou 2-phényl- benzopyrylium 
(fig. 07), Ils portent des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Hadi, 2004). 

Les tannins sont des polyphénols polaires d'origines végétales (Berthod et ai, 
1999), existent dans presque chaque partie de la plante: écorce, bois, feuilles, fruits et 
racines, leurs poids moléculaires s'étendent de 500 à 3 000 (Cowan, 1999). 11 est difficile 
de les séparer dans un extrait végétal, parce que de nombreux isomères avec une base 
moléculaire très semblable coexistent (Berthod et al., 1999). 

Ils sont divisés en deux groupes, tannins hydrolysables et condensés, ils peuvent 
- être constitués par la condensation des dérivés flavane qui ont été transportés aux tissus 

du bois des plantes. Alternativement, des tannins peuvent être constitués par 
polymérisation des unités de quinone (Cowan, 1999). 
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Fig. 06 : Structure de quelques composés phénoliques 
(Wang et Mazza, 2002). 

Fig. 07: Structure du flavylium. 
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Les 4-0x0 -Flavonoïdes ou les vrais flavonoïdes appelés dérivés flavoniques ou 
flavonoïdes sont des dérivés du noyau Flavone ou 2-Phényl Chromone, portant des 
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. 

L'intérêt nutritionnel des flavonoïdes date de la découverte de la vitamine C, à la 
suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cède à l'ingestion de 
jus d'agrumes mais résiste à la seule administration d'acide ascorbique. Plus 
pratiquement, les symptômes hémorragiques du scorbut liés à la fragilité des 
vaisseaux sont guéris par des extraits de Paprika et du jus de citron alors que l'acide 
ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que la fraction active 
était de nature flavonoïque (Hadi, 2004). 

H-2-2. Rôle physiologique des composés phénoliques 

Les flavonoïdes et d'autres polyphénols sont partiellement responsables des 
qualités sensorielles et alimentaires des aliments végétaux. L'astringence et l'amertume des 
nourritures et des boissons dépendent de la teneur des polyphénols (Lugasi et al., 2003). 

L'astringence est due aux tannins catéchiques qui précipitent les protéines 
salivaires, entraînant avec elles leur "cortège" de molécules d'eau qui lubrifiaient alors la 
muqueuse buccale (Vergé et al., 1999). Les tannins sont à l'origine de la sensation 
d'astringence des fruits non mûrs, les flavanones sont responsables de l'amertume des 
Citrus et peuvent donner naissance, par transformation chimique, à des dihydrochalcones à 
saveur sucrée (Dubois et al., 1977). 

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et al., 1977) ont montré 
que les phénols seraient associés à de nombreux processus physiologiques croissance 
cellulaire, différenciation, organogenèse, dormance des bourgeons, floraison et 
tubérisation. 

Les flavonoïdes sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des 
fruits et des feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans 
les cellules épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d'assurer la protection des 
tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV (Hadi, 2004). 

Les pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux 
visuels qui attirent des animaux pollinisateurs. La plupart de ces pigments sont des 
anthocyanes, des aurones et des chalcones. D'autres polyphénols incolores tels que des 
flavonols et flavanones interagissent avec des anthocyanes pour altérer, par co-
pigmentation, la couleur des fleurs et fruits (Brouillard et ai, 1997). 

Les cellules végétales répondent au stimuli environnemental en synthétisant les 
métabolites secondaires qui peuvent les protéger contre les agents de l'agression (Misirli 
et al., 2001), lorsque la plante est soumise à des blessures mécaniques, des composés 
phénoliques et phénols simples sont synthétisés et l'activité peroxydasique caractéristique 
des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces réactions aboutissent à la formation au 
niveau de la blessure d'un tissu cicatriciel résistant aux infections (Fleuriet et Macheix, 
1977). 

L'attaque d'un microbe pathogène telle que le virus, bactérie ou un mycète induit 
une cascade de réactions qui peuvent mener à la résistance étant exprimée à l'emplacement 
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de l'infection ou dans d'autres parties non infectées de la plante. Cette résistance 
systémique implique l'existence d'un signal endogène transféré de l'emplacement 
d'infection à d'autres parties de la plante. On pense que la première étape du mécanisme de 
la défense comporte une accumulation rapide des phénols à l'emplacement d'infection, qui 
fonctionnent pour ralentir la croissance du microbe pathogène (Misirli et al., 2001). 

La capacité d'une espèce végétale à résister à l'attaque des insectes et des micro-
organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Rees et 
Harborne, 1985). Les mécanismes de l'action et de l'interaction, et les produits chimiques 
qu'ils contiennent demeurent dans la plupart indéterminés. Des chercheurs deviennent 
graduellement intéressés dans l'identification des principes actifs dans les extraits avec 
l'étude complémentaire intensive de leurs mécanismes d'action (Sun et al., 2002). 

Les flavonoïdes jouent un rôle important dans l'interaction symbiotique entre 
bactéries de la famille des Rhizobiaceae et leurs plantes hôtes de la famille des 
légumineuses. Les bactéries reconnaissent des flavonoïdes et d'autres molécules sécrétées 
par la plante, ces molécules induisent la production de facteurs Nod par les Rhizobia, qui 
déclenchent le programme de nodogenèse chez la plante hôte (Mergaert et al., 2001). En 
effet, les travaux de recherche sur les composés inducteurs de gènes de nodulation 
impliqués dans la symbiose entre Vicia fcxba et Rhizobium leguminosarum ont démontré 
que les composés phénoliques sont responsables. Les composés identifiés dans les exsudats 
racinaires chez le cultivar Alfred sont la tricetine et la naringènine, alors que les inducteurs 
identifiés dans les hydrolysats de racines sont le Me-3'ériodictyol et l'ériodictyol 
(Bekkara, 1999). 

II-2-3. Les flavonoïdes 

II-2-3-1. Structure des flavonoïdes 

Les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, 
possèdent tous un même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué de deux 
unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaîne en C3 (Fig. 08) 
(Bruneton, 1999) 

Fig. 08 : Squelette (le base des flavonoïdes. 

Il y a six classes des tiavonoides, qui différent par leur structure chimique 
tiavanols, Ilavones. ilavoiiols. flavanones, isoflavones et anthocvanidines (iedi-Sark e 
.tl., 2004) 

II-2-3-2. Biosynthèse des flavonoïdes 

Se fait à partir d'un précurseur commun, la 4, 2' ,4' ,6' - tétrahydroxychalcone 
(fig. 09). Cette chalcone métabolisée sous l'action d'enzyme, la chalcone isomérase, en 
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naringenine (1). sur cette dernière agit la flavone synthase pour donner: apigénine (2) ou le 
dihydroflavonol (3). 

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase, se métabolise en 
kaempférol(4) ou en leucoanthocyanidol. Ce dernier semble être le précurseur des flavan-
3,4-oIs (6) et anthocyanidols (7), ce dernier sous l'action de la 3-0-glycosyltransférase, se 
transforme en anthocyanoside (8) (Marfak, 2003). 
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Fig. Œ) : Biosynth è se des flavonoïdes (Brwteto n, 1999). 
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11-2-3-3. Localisation des flavonoïdes 

Les flavouoïdes sont des membres d'une classe de composes naturels répandus dans 
le règne des végétaux. Largement distribué dans les feuilles, les i.traines, ['écorce et les 
fleurs des plantes(1%edié-Sarié et al., 2003), abondant dans les légumes feuilles (Marfak, 
2003), présents dans les aliments de nature végétale (légumes, céréales, légumineuses, 
fruits. .... etc.) et boissons vin, cidre, bière, thé, cacao, etc.). Cette présence est en grande 
partie influencée par des facteurs génétiques et des conditions environnementales. 

D'autres facteurs tels que la germination, le degré de maturité, la variété, le 
traitement, et le stockage ont également une influence sur la teneur des composés 
phénoliques des plantes (Lugasi et al., 2003). 

La plupart (les tiavonoïdes diététiques dans les aliments sont des 3 - Q glycosides 
et des polymères, mais peuvent également exister sous des formes aglycones (Medié-
Sarié et al., 2003). On estimé que la prise moyenne des tlavonoïdes par l'homme s'étend 
de 25 mgi jours à 1 g! jours (Wang et Mazza, 2002). Le Tableau 02 regroupe la 
distribution nutritionnelle de certains flavonoïdes. 

Tableau 02: Sources alimentaires des flavonoïdes (Marfak, 2003). 

	

- Flavonoïdes 	 Aliments 
Flavanones 

	

naringénine 	Fruits du genre citrus 

Flavones 
chrysine 
apigénine 
lutéoline 

Flavonols 
kaempférol 
quercétine 
myricétine 

flava n-3-oIs 
épicatéchine 

catéchine 
épigal locathéchine 

Peau des fruits 
Persil, thym, romarin, céleri 
Persil, céleri 

Radis, brocoli, thé noir 
Oignon, pomme, olive, vin rouge, tomate 
Canneberge, vin rouge 

Thé vert, thé noir 
Thé vert, thé noir 
Vin rouge 

Anthocyanidols 
cyanidol 	 Cassis, myrtilles 
malvidol 	 Raisins, fraises, cassis 

apigénidol 	 Framboises, fraises 
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La teneur en flavonol et en flavone des aliments végétaux est fortement influencée 
par des facteurs tels que la variation du type et la croissance, la saison, le climat, et le 
degré de maturité (Lugasi et al., 2003). Ces derniers ont étudié la composition en 
flavonoïdes de quelques fruits et légumes (tableau 03). 

Tableau 03: Contenu en flavonoïdes dans quelques aliments végétaux 
(Poids a l'état frais en mg/kg) (Lugasi et al., 2003). 

Echantillon végétal Total des flavonoïdes 
légumes 
Brocoli 46.2 
Chou blanc 17.7 
Oignon rouge 124.1 
Oignon pourpre 195.6 
poivre 20.1 
épinards 338.6 
Persil feuilles 80.8 
Céleri feuilles 402.8 
Céleri racine 25.9 
fruits 
pastèque 18.4 
cassis 52.8 
fraises 1003 
raisin 38.7 
noix 4565 
Kiwi 22.3 
Banane 22.8 
pomme 65.3 
poire 24.7 
prune 23.3 
Abricot 11 .5 
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H-2-4. Intérêt biologique des flavonoïdes et composés phénoliques 

Plusieurs flavonoïdes ont montré des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, 
inhibiteurs des enzymes, et la prévention des maladies cardiovasculaires (Wang et Mazza, 
2002),Ils ont montré in vivo comme in vitro un certain nombre d'activités (tableau 04). 

Particulièrement les aglycones sont pharmaco logiquement efficaces. Plusieurs 
d'entre elles exercent des effets hépatoprotecteur, diurétique, effet de vasodilatation, 
antibactérien et chemoprotecteur: effet anti-inflammatoire, antidiabétique, antiallergique et 
autres, exemple de la Monne (3, 3 ', 5, 5', 7—pentahydroxyflavone) est la substance active 
de Morzis tinctoria L. Elle appartient au groupe de flavonols dont le squelette de base est 
substitué par cinq groupes d'hydroxyle, les essais in vitro ont prouvé son activité 
chemoprotectrice, antimutagène, antivirale et antioxydante (Bartokovâ et al., 2003). 

Nakagawa et al. (2000) ont évalué l'efficacité antioxydante de la quercétine dans 
les fractions lysosomales hépatiques des souris à l'aide du générateur radical hydrophile 
AAPH (2,2' azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride) et le générateur radical lipophile 
AMVN(2,2'-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile). La quercétine a empêché la peroxydation de 
lipide dans les fractions lysosomales, a inhibé la libération des enzymes lysosomales plus 
évidemment contre AAPH que contre AMVN. La rutine, un glycoside de quercétine, était 
moins efficace. Ces auteurs suggèrent que la quercétine pourrait avoir l'activité 
antioxydante efficace dans les espaces entre la phase aqueuse et la phase lipidique dans les 
systèmes biologiques dû à la localisation dans des membranes. 

La plante de la chine, Ginkgo biloba, possède un complexe de molécules appelé 
Ginkgolide. Cette plante est excellente pour la réduction de l'oedème, possédant des 
propriétés antiradicalaires (Dweck, 2002). 

Les flavonoïdes sont dotés d'un effet antimicrobien. Harikrishna et al. (2004), ont 
montré le pouvoir antimicrobien d'un flavonoïde glycoside " prunine-6"-O-p-coumarate" 
contre deux souches de bactéries gram+ (Bacilizis siibiilis et Staphylococcus albus) et deux 
bactéries gram- (Escherichia col! et Proteus vulgaris). 

Les flavonoïdes montrent plusieurs effets biologiques tels que des effets anti-
ulcéreux, anti-inflammatoire et anti-hépatotoxique. Ils sont également inhibiteurs des 
enzymes telles que l'aldose réductase et xanthine oxydase. Ce sont des antioxydants 
efficaces, ayant la capacité de piéger les radicaux libres. Beaucoup ont des actions 
antiallergiques et antivirales et certains fournissent une protection contre les maladies 
ca rd iova scul aires. In vitro, chez les animaux de laboratoire, ils ont montré une inhibition 
de la croissance de diverses variétés de lignées de cellules cancéreuses (Narayana et al., 
2001). 

En règle générale, les mécanismes de l'action d'un antioxydant peuvent comprendre 
- Le piégeage direct des ERO. 
r La protection des systèmes de défense antioxydants. 
r L'inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la 

production de ERO (Halli'ell, 1994). 
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Tableau 04: Activités biologiques des composés polyphénoliques. 

Polyphenols 	 Activités 	 Auteurs 
Acides Phénols 	 Antibactériens 	(Didry et ai, 1982) 
(cinnamiques et 	 Antifongiques 	(Ravn et al., 1984) 
benzoïques) 	 Antioxydants 	 (Hayase et Kato, 1984) 

Coumarines 

Flavonoïdes 

Anthocyanes 

Proanthocyanidines 

vasoprotectnces et 
ahtioedémateuses 

Antitumorales 
Anticarcinogènes 
Anti-inflammatoires 
Hypotenseurs et 
diurétiques 
Antioxydants 

Protection des veines et 
capillaires 

Effets stabilisants sur le 
collagène 
Antioxydants 
Antitumorales 
Antifongiques 
Anti-inflammatoires 

(Mabry et Ulubelen, 
1980) 

(Stavric et Matula, 1992) 
(Das et al., 1994) 
(Bidet et al., 1987) 
(Bruneton, 1993) 

(Aruorna et al., 1995) 

(Bruneton, 1993) 

(Masquelier et al., 1979) 

(Bahorun et al., 1996) 
(De Oliveira et al., 1972) 
(Brownlee et al., 1992) 
(Kreofsky et al., 1992) 

Tannins galliques et 	Antioxydants 	 (Okuda et al., 1983) 
catéchiques 	 (Okamura et al., 1993) 
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HI- Le stress oxydatif 

III-1. Définition 

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

1H-2. Origine du stress 

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont 
utiles pour l'organisme à dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement 
maîtrisée par des systèmes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la 
balance antioxydants / prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par 
déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, l'excès de ces 
radicaux est appelé «stress oxydant» (Favier, 2003). 

III-3. Les radicaux libres 

III-3-1. Définition 

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non 
appariés, ce qui le rend extrêmement réactif (Vansant, 2004). L'ensemble des radicaux 
libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espèces réactives de l'oxygène (fig. 10) 
(Favier, 2003). 

L'appellation " dérivés réactifs de l'oxygène " n'est pas restrictive. Elle inclut les 
radicaux libres de l'oxygène proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs 
non radicalaires dont la toxicité est importante comme le peroxyde d'hydrogène (H 202) et 
le peroxynitrite (ONOO ) (Novelli, 1997). 

III-3-2. Principaux radicaux libres 

- l'anion superoxyde : la molécule d'oxygène, mise en présence d'une quantité 
d'énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi l'anion 
superoxyde. Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions. 

- le radical hydroxyle OH 	Il est très réactif vis-à-vis des structures organiques et joue 
un rôle initiateur dans ('auto-oxydation lipidique. 

- 	 - le radical peroxyde: ROO 

- l'oxygène singulet : 0 2, forme « excitée » de l'oxygène moléculaire, est souvent 
assimilé à un radical libre en raison de sa forte réactivité. 

(Hadi, 2004). 
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III-3-3. Origine des radicaux 

Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques (fig. 10) afin de détruire des 
bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler 
des fonctions cellulaires létales telle que la mort cellulaire programmée ou apoptose 
(Favier, 2003). 

Toutefois, au contact entre l'oxygène et certaines protéines du système de la 
respiration, une production des anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la 
chaîne respiratoire mitochondriale. 

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés 
produits directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde d'azote, est 
produit par les systèmes enzymatiques que sont les différentes NO synthases, à des fins de 
médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages (Favier, 2003). 

- 	 Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox 
que produit dans l'organisme l'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle 
redox a lieu soit spontanément, soit surtout lors de l'oxydation de ces composés au niveau 

-  du cytochrome P450. Les rayonnements sont capables de généer des radicaux libres et les 
particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres (Favier, 
2003). 

- 	 Le métabolisme d'alcool est suivi de la formation de radicaux libres selon divers 
mécanismes, également pour les antibiotiques et les anticancéreux (Hadi, 2004). 
L'infection au VIH a pour effet d'accroître la production de radicaux libres dans 
l'organisme (Hosein et Lytle, 2001). 

III-4. Les conséquences du stress oxydant 

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de 
molécules biologiques oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides et des glucides. 

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée 
de l'attaque par le radical hydroxyle, réaction appelée peroxydation lipidique. Les 
conséquences seront différentes : l'attaque des lipides circulants aboutissant à la formation 
de .LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépôt lipidique de la 
plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides 
membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de 
nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Favier, 2003). 

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagènes ou l'arrêt des réplications 
de l'ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéines 
ou des ruptures de brins (Hadi, 2004). Ils inhibent la sécrétion d'insuline (Krippeit-Drews 
et al., 1994), modifient les structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines 
(Pincernail et al., 1999). 

Par ailleurs, le glucose peut soxyder dans des conditions physiologiques, en 
présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, 1 4 202 et OH-, qui 
entraîneront la coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce 
phénomène de glycosoxydation est très important chez les diabétiques et contribue à la 
fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003). 

Page 28 



r 	 Lumière 
0 4  

UV 

oxygme omtda - 	Oxygiae 	 // supffoxyde 

r 
CYcIce idci 	diznusee/ 
NADPH ai

/• 

Moiorjâ d 

02' 	

Fe3-f 
supvvxjdv 

HA 
' 

1/eeiw,à J%*OM3 

HOCI 

(Biô(iograpliw 	 Stress Oyaatf 

Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cataracte, 
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedème 
pulmonaire, vieillissement accéléré, le diabète, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et 
les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003), maladie de Parkinson, les inflammations 
gastro-intestinales, ulcères (Atawodi, 2005), les oedèmes et vieillissement prématuré de la 
peau (Georgetti et al., 2003). 

ONOO 	 POH 

- 

j / 

Nitration des 	Activation 	Oxydation Peroxydaticm Oxydation de 
protéines 	des cascades 	des protéines 	lipidique 	l'ADN 

de kinases 

Fig. 10: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de 
l'oxygène impliqué en biologie (Favier, 2003). 

Page 29 



Bi(iograpIiie 	 Les fi ut io6ants 

IV- Les antioxydants 

IV-1. Définition 

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

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que l'oxygène 
est un élément potentiellement toxique puisqu'il peut être transformé en formes plus 
réactives telles que le superoxyde, le peroxyde d'hydrogène, l'oxygène singulet et les 
radicaux hydroxyle, collectivement connu sous le nom d'oxygène actif (Boyd et al., 
2003). 

Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d'autres en interrompant la 
réaction en chaîne de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d'acide gras 
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d'autres 
antioxydants absorbent l'énergie excédentaire de l'oxygène singlet pour la transformer en 
chaleur. D'une manière générale, un antioxydant peut empêcher l'oxydation d'un autre 
substrat en s'oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci. En même temps, les 
antioxydants arrêtent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des 
antioxydants est relativement stable (Vansant, 2004). 

D'un point de vue biologique les composés antioxydants peuvent protéger les 
systèmes cellulaires des effets des processus potentiellement nocifs qui causent 
l'oxydation excessive, ils sont la stratégie préventive la plus prometteuse contre la 
formation des cataractes (Hale, 2003). 

IV-2. Les antioxydants endogènes 

Les défenses antioxydantes de l'organisme peuvent se diviser en 

+ Un système de défense primaire: composé d'enzymes et de substances 
antioxydantes 

r la superoxyde dismutase (SOD): diminue la durée de vie, de l'anion 

superoxyde 02 

r La catalase: transforme le peroxyde d'hydrogène (H 202 ) en simple 
molécule d'eau 

r La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peroxyde d'hydrogène et les 
peroxydes lipidiques 

r Les molécules piégeurs: le glutathion (GSH), ('acide urique, les protéines à 
groupement thiols, ubiquinone. .... etc. 

+ Un système de défense secondaire : composé d'enzymes protéolytiques, des 
- 	 phospholipases, des ADN endonuclease et ligase, des macroxyprotéi nases 

(Pincemail et al., 1998). 
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1V-3. Les antioxydants naturels 

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposé. 
Elles incluent le bêta carotène, l'albumine, l'acide urique, les oestrogènes, les polyamines, 
les flavonoïdes, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E... etc. Elles 
peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également 
une capacité de lier les acides gras libres (Svoboda et Hampson, 1999). 

La vitamine E est un antioxydant important qui protège les cellules contre les 
-  dommages associés aux radicauN libres et par consèquent, prolonge la vie cellulaire tout en 

ralentissant le processus de vieillissement (Maydani. 2000)' et la diminution de 
l'athérosclérose (Maydani, 2000)b•  La vitamine E joue un rôle important dans l'agrégation 
de la -amyloide (A13), d'ailleurs, les données cliniques ont prouvé que les patients 
d'Alzheimer obtiennent des avantages remarquables au traitement par la vitamine E 
(Pieroni et al., 2002). 1l a été déterminé que la vitamine E naturelle, semble être deux fois 

-  plus biodisponib(e que la vitamine £ snthétique (Burton et al. 1998). La vitamine E est 
rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix et les germes de diverses graines 
(Vansaiit, 2004). 

Les Caroténoïdes sont une classe de composés phytochimiques très importante, 
trouvés dans les légumes et fruits, également dans le lait, empêchent les altérations 
génétiques, protègent contre les dommages oxydants en augmentant le métabolisme de 
désintoxication, empêchent l'expression des oncogènes et augmentent l'activité de 
communication des gap jonctions. 

Les exemples de caroténoïdes, incluent l'alpha carotène, bêta carotène, lycopène, 
phytofluène, phytoène, lutèine, neoxanthine, viloxanthine, anthéraxanthine, alpha 
cryptoxanthine et bêta cryptoxanthine. Leur structure polyène leur permet d'absorber la 
lumière et de neutraliser l'oxygène singulet. Cette chaîne polyène, par mécanisme 
d'addition, permet l'incorporation des espèces réactives ou radicaux libres et de ce fait 

r 

	

	ralentir leur propagation. Les caroténoïdes sont impliqués dans la prévention de nombreux 
types de cancer; cancer de la prostate; cancer du poumon (Hale, 2003). 

La vitamine C est largement répandue dans les fruits (Vansant, 2004), L'influence 
sur les dégâts protéiques .a été examinée dans des études d'apports de suppléments, 
principalement sur des modèles de rats et il y a eu quelques essais chez l'homme. De façon 
intéressante, de supplémenter des volontaires sains pendant 5 semaines avec de la vitamine 
C n'a aucun effet. Cependant, après 10 et 15 semaines de traitement, les taux de carbonyles 
ont été significativement abaissés (Carty et ai.', 2000). Ceci suggère que les autres études, 
qui n'ont pas réussi à trouver une influence de l'apport de suppléments antioxydants, 
devraient être prolongées sur une plus longue durée. L'apport de suppléments de vitamine 
C prévient également des dégâts oxydatifs sur les protéines induits par la fumée de 
cigarettes (Panda et al., 1999). Des études animales avec du 3-carotène (Sarkar et al., 
1995) et de l'acide a-Iipoïque (Cakatay et al., 2000) ont aussi démontré qu'ils 
empêchaient les dégâts protéiques. 

L'acide alpha-lipoïque: lorsqu'il fut isolé il y a cinquante ans, l'acide 
alphalipoïque fut identifié comme vitamine. Il a depuis été reclassé comme antioxydant et 
peut piéger les radicaux libres aux niveaux intracellulaire et extracellulaire. Du fait qu'il 
est aussi bien liposoluble qu'hydrosoluble, il peut accéder à toutes les parties de nos 
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cellules (Packer, 1995). L'acide lipoïque réduit la glycation et favorise le transfert du 
glucose sanguin aux cellules en stimulant l'activité insulinique (Kahler et ai, 1993). 

- 	 La prise de composés phénoliques a été largement rapportée pour protéger contre 
le développement des maladies coronariennes. De nombreuses preuves existent montrant 
que les composés phénoliques peuvent prévenir l'oxydation des LDL (Meyer et ai, 1997). 

Des flavanols (catéchine, flavan-3-ols), un groupe important de polyphénols de 
thé, en une grande partie existent sous forme d'esters de gallate, sont considérés par 
beaucoup comme responsable des effets anticarcinogènes du thé vert dont les principaux 
sont, (-)-epigallocatéchine et ses esters gallate, et à moins degré (-)-epicatéchine et ses 
esters gallate et (-)-catéchine (Basu et al., 1999). 

Des études en laboratoire présentées à une réunion de l'American Chemical Society 
en septembre 1997 ont démontré que le gallate d'épigallocatéchine était 100 fois plus 
efficace que la vitamine C et 25 fois plus efficace que la vitamine E pour neutraliser les 
radicaux libres. La recherche semble indiquer que cette puissance antioxydante pourrait 
jouer un rôle dans le maintien de l'immunité humaine. Dans le cadre des études menées sur 
des animaux au Japon au début des années 1990, ont constaté que les polyphénols du thé 
vert augmentent l'activité des macrophages, des lymphocytes B, des lymphocytes T et des 
cellules tueuses naturelles. Toutes ces cellules sont des globules blancs (Hegarty, 2000). 

Serafini et al. (2000) ont trouvé qu'à la fois le thé noir et le thé vert étaient 
capables d'inhiber l'oxydation des LDL, Mcanlis et al. (1998) n'ont pas trouvé un effet 

- 	 significatif. 

Ohran et al. (1999) ont examiné plusieurs composés naturels et synthétiques sur 
- 	des cataractes induites par du sélénite chez le rat, et ont montré que du dicloferae (60 

de la vitamine C (58 %) et de la quercétine (40 %) sont protecteurs. 

Il semble que la capacité antioxydante d'un flavonoïde dépend de son affinité pour 
les radicaux libres et donc de sa structure: la présence de deux hydroxyles en ortho sur le 
noyau B, la conjugaison du noyau B au groupe oxo en 4 via la double liaison en 2,3 sont 
des éléments favorables (Bruneton, 1993). 

Certaines huiles volatiles et leurs composants sont cytostatiques aux lignées de 
cellules de tumeur et peuvent offrir le potentiel comme agents antiprolifératifs. L'examen 
des huiles volatiles de Pelargoniuni .sp. !vÀonarda ciiriodora var. citriodora, Ivlyrisiica 
fragrans, Origanziiii vulgare s.sp. hirium et Thyinus .'u/garis pour leur effet antioxydant en 
utilisant le test à l'acide thiobarbiturique (TBA) a montré une action hépatoprotéctrice 
(Svoboda et Hampson, 1999). 

De récentes études ont suggéré que des suppléments glyconutritionnels (GN), 
jouant un rôle au niveau de la communication cellulaire et de la fonction immunitaire, ont 
des propriétés antioxydantes à la fois in vitro et in vivo. Des cellules de foie de rat, 
cultivées dans un milieu de culture contenant des suppléments GN, ont permis de mettre en 
évidence des niveaux plus élevés de glutathion réduit que dans des cellules témoins, 
démontrant ainsi une protection antioxydante accrue (Boyd et al., 2003). 
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(Quezel et Santa, 1963) 
Fig.!!: Photo delaplanie L. sw€chasL 
pou.ssanf dans 1arionde Oum elAlou  

îI ..  
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V- Les plantes médicinales sélectionnées 

V-1. Lai'andula stoechas L 
• Présentation et description 

Le nom Lavande dérive du latin U  lavare ", qui signifie laver (Chu et Kemper.  

2001). Appartenant à la famille des Labiées (Fernandez 2003). 

Nom arabe: 
Classification 

Le genre Lavandula se compose d'environ 28 espèces, qui sont dans la plupart 
d'origine méditerranéenne (Barrett, 1996; Maganga, 2004). Lavandula est un sous-
arbrisseau à tige et feuilles persistantes, jusqu'à I mètre de longueur, étroit, vert pâle, peut 
s'étendre du gris bleuâtre profond au vert à brun pâle, fleurs de couleur bleu - violet. 
D'autres variétés sont à fleurs blanches et roses. L'ensemble de la plante très aromatique 
comprenant fleurs et feuilles (Allaby, 1992; Chu et Kemper, 2001). 

Plusieurs espèces se développent à l'état sauvage dans le sol rocheux de l'Europe: 
L'Espagne, Portugal, la France, ... etc. dans l'Afrique, Russie, la Turquie, le Pakistan et 
l'Inde. Actuellement, sont cultivées dans le sol calcaire des pays méditerranéens aussi 
bien que d'autres régions, particulièrement la Bulgarie et les pays de l'ancienne 
Yougoslavie (Wiesenfeld, 1999; Chu et Kemper, 2001). 

L. stoechas (Fig. I 1)est une plante tendre, qui préfère les endroits ensoleillés et les 
sols riches, les tiges étroites sont quadrangulaires à feuilles opposées, tendent a être plus 
vertes que grises, à son extrémité une inflorescence terminée par un toupet de longues 
bractées violettes (Chu et Kemper, 2001). Largement distribuée dans les îles canari, 
Islande et à travers tout le tell méditerranéen, l'Afrique du Nord, Sud West de l'Asie, 
Afrique tropical avec une disjonction vers l'Inde (Quezel et Santa, 1963; Upson et al., 
2000). 
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• Composition chimique 
Selon Ferreres et al. (1986) ; Lawrence (1996); Mastelic et Kustrak (1997) les 

constituants chimiques potentiellement actifs du genre Lavandula sont 

> Monoterpènes : a-pinène, 3-pinène, 3-ocimène, camphre, limonene, p-cymène, 
sabinène, terpinène 

) Monoterpène aicools: a-terpinéol, bornéol, lavandulol, linalol, p-cymen-8-ol, 
transpivocarvéol 

> Monoterpène aldéhydes: aldéhyde de cumin 
> Monoterpène ethers: 1,8-cinéole 
> Monoterpène esters: acétate de linalyl, acétate de terpènyl 
> Monoterpène cetones: carvone, coumarine, cryptone, fenchone, méthylhéptenone, n-

octanone, nopinone, p-méthylacétophénone 
p Benzénoides: eugénol, coumarine, carvacrol, acide hydroxycinnamique, acide 

rosmarinique, thymol 
> Sesquiterpènes: caryophylléne, oxyde de caryophylléne, a-photosantanol, Œ-santalal, 

a-norsantalénone 
> Traces de nombreux autres composés, tels que les flavonoïdes. 

Lavandula stoechas L. ou spanish lavender renferme comme composés 
phytochimiques: alpha pinêne, bêta pinène, bêta santalène, bornéol, camphre, 
caryophylléne, coumarine, géraniol, limonène, linalol, lutéoline, 1,8-cinéole, acide 
rosmarinique, tannin, umbelliférone, acide ursolique (Esiyok et ai, 2004). Le tableau 05: 
donne la composition chimique de l'huile essentielle de quelques espèces de Lavande. 

Lavandula de la Turquie possède un rendement en huile essentielle de 1.33%, de 
chemotype pulégone (40.37%) et avec comme autres composés majoritaires; 
hexahydrothymol (menthol) (18.09%) et menthone (12.57%) (Gôren et ai, 2002). 

L'huile essentielle de différentes populations biogénétiques de Lavandiila de la 
Grèce, analysées au stade de pleine floraison ont ct-pinène, fenchone, camphre et acétate 
de myrtènyl comme principaux constituants avec une variation quantitative considérable 
entre les différentes populations, trois d'entre elles étant de type fenchone!camphre et une 
de type 1,8-cinéole/fenchone et que la variation de la composition quantitative en huile 
essentielle entre feuilles et les inflorescences étaient également signifiante. Les 
inflorescences ont plus de fenchone, acétate de myrtènyl et a-pinène, tandis que les 
feuilles ont plus de I,8-cinéole et de camphre (Skoula et al., 1996). 

En ce qui concerne les flavonoïdes du genre Lavandula, aucune enquête n'a été 
encore entreprise, bien que quelques espèces aient été étudiées. Les flavonoïdes identifiés 
de L. deniaici suivant Ferreres et al. (1986): genkwanin (apigénine 7-méthyl éther), 
lutéoline, apigénine, lutéoline 7-glucoside, apigénine 7-glucoside, lutéoline 7-rutinoside, 
vitexine et vicenine. Les flavonoïdes principaux de L...ioechas: apigénine 7-glucoside, 
lutéoline, lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide (Upson et al., 2000). 

Page 34 



(Biôtiograpllie 	 Lavandufa stoecllas 

Tableau 05: Profils aromatique des espèces de Lavandula (Wiesenfeld, 1999) 
Résultats exprimés en pourcentage - Espèce avec parfum 'typique' 

Espèce angusrfoIia dentata stoechas lanaza spica ;iridis heterop/: pila pinnasa mulz(fida 

Composé 

alpha-pinène 0.5 1.4 2.1 1.4 0.8 2 0.9 0.1 0.3 

sabinène 0.7 3.6 0.7 0.8 SA 2.8 1.5 <0.1 

beta-pinene 0.2 5.1 0.4 1.1 1.2 1.9 1.3 <0.1 

xnvrcène 2.8 1.2 0.8 1.1 2.9 2.6 0.7 5.8 2 

cylnènes* 3.8 0.4 0.7 0.2 0.7 7.5 0.3 0.5 0.2 

pic inulti composé ** 20.5 43.4 20.8 10.8 27.1 24.9 7.7 2.2 1.2 

ocirnène 0.5 --- --- 1.4 ÏT 0.3 --- 11 28.2 

fenchone --- 3.4 33 <o.k --- 0.4 <0.1 

alpha-terpinolene 1.1 --- 0.8 2.1 ••0 0.3 --- 12.8 8.3 

linalol 0.5 3 0.6 4.2 2 14.7 9.3 0.1 

camphre 1.7 2 26.2 39.2 10.9 12.4 14 0.1 

cétones polycycliqucs* --- 1.5 0.6 --- i -  1.3 0.5 

bornéol 4.6 --- --- 1.2 iT TT <0.1 

lavandulol --- --- --- 0.4 --- --- 16.8 

terpinéols* --- 1.4 0.2 0.6 6.7 4.7 --- 0.3 

méthi thymyl ether --- --- --- --- --- --- 0.5 3.3 

acétate de linalvi 0.2 --- 
--- 

acétate de bornyl 0.4 0.3 0.3 0.6 0.1 0.3 

Acetate de lavandulyl --- --- --- 
--- --- 

carvacrol --- --- --- <0. t --- <0.1 27 12.8 

Acétate de nérvllgéranvl 0.2 --- --- --- T 1.3 0.3 

carvoplivlléne 15.9 0.4 0.5 7.2 1.1 --- 4.3 3.7 2.8 

berganloténes* 1.7 1.2 --- --- 1.5 --- --- 0.1 

germacrènes* --- --- --- 1.9 4.3 0.6 2.1 --- 1.5 

sélinénes4  --- 1.6 0.2 --- 03 1.8 1 

farnesénes* --- I --- --- 0.4 7 3 

bisabolénes* --- 0.5 0.3 0.2 0.5 --- 0.1 13.6 9.9 

cadinènes* 7.1 0.4 0.2 --- --- 

sclinadiànc --- --- --- --- 4.9 

Autres scsquitcrpèncs 3.5 3.4 0.4 3 4.5 8.3 9.4 1.2 

Oxyde de carvophvlléne 2 0.3 --- 0.7 0.7 0.1 4.4 

diicrpôncs inconnus --- --- <0.1 0.5 --- 1.2 

total sesquitcrpénes 35.9 8.5 1.7 12.3 iTT 15.6 17.3 25.6 17.2 

* somme des isomères 
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** peut inclure bêta-phellandrène, cis-ocimène, limonène, cinéole 

• Domaines d'application et Intérêt en phytothérapie 
La Lavande a été traditionnellement utilisée comme plante aromatique, culinaire, 

cosmétique et dans des buts médicinaux (Maganga, 2004). 

La Lavande a une longue histoire en usage médicinal, beaucoup de variétés sont 
cultivées autours du monde mais au moins cinq espèces différentes sont employées en 
médecine, elle a été employé par les romains et l'Afrique du nord pour parfumer les bains 
et entretenir le linge, l'armée romaine l'utilisait comme désinfectant, on dit que les 
égyptiens employaient la fleur dans le processus de momification, dans la médecine 
chinoise traditionnelle, la Lavande été utilisé pour traiter l'infertilité, l'infection, l'angoisse 
et la fièvre. La médecine arabe l'employait pour les problèmes des reins et comme 
stomachique. Aujourd'hui, la Lavande est généralement utilisée dans la préparation des 
parfums, les savons, les poudres de talc, les bougies parfumées, l'aromathérapie avec 
l'essence est recommandée pour traiter les dépressions, la fatigue, l'hypertension et 
stimuler l'appétit (Chu et Kemper, 2001). 

Le genre Lavandiila fournit plusieurs huiles essentielles importantes à l'industrie 
des parfums (Wiescnfeld, 1999). Les espèces communes censées avoir une valeur 
médicinale sont J.avandula deniala (French lavender), L. angus4folia ou officianalis ou 
i'era (garden, English, pink, white, ou taie lavender), L. IaifoIia ou spica, L. intermedia ou 
hybrida reverchon ou hybrida burnarnii (lavandin, un hybride de L. angustfo1ia et L. 
/atfo/ia), L. stoechas (Spanish, Italian, ou fringed lavender), et L. dhofarensis (Arabic 
lavender) (Chu et Kemper, 2001). 

La plante est employée comme expectorant, antispasmodique, carminatif, bon 
désinfectant des plaies. L'huile employée comme remède contre les affections du colon, 
soulager les maux de tête (G&en et al., 2002). Elle est utilisée dans le cas des brûlures, 
dépressions, psoriasis, problèmes dermiques (Esiyok et ai, 2004), possède des propriétés 
antimicrobiennes et anti-carcinogènes (Gôren et al., 2002), Sédatif, anxiolytique, 
analgésique, antidépresseur, antioxydant, anti-inflammatoire et insecticide (Chu et 
Kemper, 2001). 

Les études sur les effets antioxydants de la Lavande ont eu des résultats variables, 
mais la plupart soutiennent un rôle modeste comme antioxydant, moins efficace que ce 
d'autres membres de la famille de Labiatae. Dans une étude sur L. angusf/blia, aucun des 
six types différents d'extraits n'ont montré une activité antioxydante, alors qu'une autre 
étude signal que la Lavande présente des propriétés antioxydantes. L'essence de la 
Lavande et deux de ses constituants chimiques, cinéole et bêta-pinène, ont ralenti le taux 
normal d'une réaction chimique d'oxydation en piégeant le radical hydroxyl. De même, un 
composé phénolique de L. angu.sIifolia a empêché la rancidité des huiles végétales (Chu et 
Keniper, 2001). 
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Classe: 

Sous-classe 

Ordre: 

Famille: 

Genre 

• Présentation et description de l'espèce 

Nom arabe: (Jj 
Systématique 
Embranchement : 	Phanérogames 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Dicotylédones 

Dialypétales 

Pariétales 

Cistacées 

Cis!ZLS Fig.12 Photo C. ladanife 	de %idiM'Jiamed 

Bi6(iograpfiie 	 Cistus (aéanjfèruJ 

V-2. Cistus ladanferus L 

Espèce : 	 Cistus ladan'ferus L 

(Janot, 1965). 

Les Cistaceae est une famille intermédiaire des arbrisseaux et sous arbrisseaux, 
c'est des herbes qui sont caractéristiques des habitats secs et ensoleillés (Proctor, 1978). 
Ils sont composé de 7 genres (Cistus, Furnana, Halimium, Tuberaria, Helianihernum, 
Hudsonia, et Lechea) avec un total d'environ 175 espèces. La distribution de la famille est 
principalement dans les zones tempérées du nord, particulièrement dans la région de la 
méditerranée (100 espèces) et plus spécifiquement dans l'ouest, dans le tell et le littorale. 
En particulier, toutes les espèces des 4 premiers genres, mentionnés ci-dessus sont 
distribuées, presque exclusivement dans le bassin méditerranéen, ajoutant, presque la 
moitié des 110 espèces de Helianihemum sont également trouvées principalement dans la 
méditerranée (Quezel et Sauta, 1963; Thanos et al., 1992). Le genre Cistus comprend 16 
espèces, particulièrement prédominantes dans la méditerranée (Talavera et al., 1993). 
L'espèce Cisius ladaniferus  est répandue dans le Portugal, l'Espagne, l'Italie, et l'Afrique 
du Nord (Algérie, Maroc) mais en France, seulement trouvée dans le massif d'Esterel 
(Mariotti et al., 1997). 

Cistu.s icidaniferus (Fig. 12) est un arbrisseau aromatique, de 1 à 2 mètres, à feuilles 
vertes à la partie supérieure, blanchâtres à l'intérieur, planes ou ondulées, glabres luisantes, 
couvertes par des glandes sécrétrices d'une résine brunâtre. Les fleurs blanches jaunâtres, 
apparaissant en juin et ne durent que quelques heures, les fruits sont velus à 10 loges et 
s'ouvrent par 10 valves (Quezel et Santa, 1963; Naves, 1974; Bonnier, 1990; 
Kalpotzakis et al., 2001). 

• Composition chimique 
Selon Nagai et al. (2005), les hydrolysats du pollen de C. ladciniferus renferment: 

composés phénoliques environ 1039 à 14.33 .1g/mg de l'extrait sec, protéines 129.62-
137.3 5 .tg/nig de l'extrait en poudre. 

L'huile volatile des feuilles contient un certain nombre de monoterpènes 
comprenant le pinène, le camphène, le myrcène, le phellandrène, le limonène, le thujone, 
citral et géraniol, mais aucun composé ne prédomine (Koenigs et Guelz, 1974). 
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Le Ciste de Tlemcen (tableau 06) est de chimiotype CoprabornéollBornéol 
(12.5/9.32%) pour ce poussant dans la région de Zarifet et de chimiotype 
BornéollCamphéne (9.14/8.14%) pour le Ciste de Hafir (Kaïd Slimane, 2004). 

La plante renferme également divers type de diterpénoïdes " labdane", qui est la 
source de la gomme ladanum (Koenigs et Guelz, 1974), contient des tannins (Pomponio 
et al., 2003), des terpènoïdes, flavonoïdes aglycones, glycosides et proanthocyanidines 
(Dernetzos et al., 1994). 

De Pascual et al. (1982) Ont isolé trois nouveau acides diterpeniques de Cistus 
/adanferus: 6,8(17) labdadien- 1 5-oïque, 7-oxo-8-labden- 15-oïque et 6J3-acetoxy-7-oxo-8-
Iabden- 1 5-oïque acide, beside labdanolique, 6-oxocativi que, 7a-hydroxy-8( 1 7)-labden- 15-
oïque, 8a-methoxy-Iabda- I 5-oïque et 8a-hydroxy- I 3(E)-labden- 1 5-oïque acide. 

Mariotti et al. (1997) ont analysé l'huile essentielle de Cistus 1adanferus de Corse 
par CPG / RMIN 13C. Parmi les 45 constituants identifiés, les principaux étaient: a pinène 
(39%), viridifloral (11.8%), lédol (3.3%) et acétate de bornyl (3.1%). 

• Activités biologiQues 
Le Ciste présente des effets : antifongique, antiviral, anti-inflammatoire, 

gastroprotecteur, antitumoral et prévention des maladies cardiovasculaires (Pomponio et 
al., 2003). 

Dans une étude préliminaire réalisé sur les divers extraits du Ciste ladanifère 
(huile essentielle, concrète du Ciste, absolue du Ciste et résinoïde de ladanum), l'huile 
essentielle était la composante qui manifeste le pouvoir antibactérien et antifongique le 
plus efficace. La réponse des micro-organismes, diffère d'une souche à l'autre, d'une 
substance à l'autre et d'une concentration à l'autre. La classification des souches selon leur 
sensibilité à l'huile essentielle du Ciste ladanfère, par référence à une concentration faible 
(2000 ppm) ou moyenne (4000 ppm) montre un gradient de sensibilité croissant de 
Aspergilliis niger (la plus résistante) à Mucor (la plus sensible) en passant par Boliylis et 
Verticillium. L'action inhibitrice des extraits du Ciste Iadanfère est due, surtout, à leur 
composition chimique riche en composés sesquiterpéniques à structure de base labdanique 
(1''1rabet et al., 1999). 

L'étude des propriétés antioxydantes des hydrolysats enzymatiques du pollen de 
Ci.sïus Iadanferus préparés par digestion par l'emploi de trois enzymes (pepsine, trypsine, 
et papaïne) a démontré qu'ils possédaient des capacités fortement antioxydantes contre des 
espèces réactives de l'oxygène. Les hydrolysats du polleti sont bénéfiques non seulement 
comme additif dans les aliments diététiques, mais également aux patients présentant les 
diverses maladies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, et le diabète (Nagai 
et al., 2005). 
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Tableau 06: Composants chimiques de l'huile essentielle de cistus ladaniferus 
(Kaïd Slirnane, 2004). 

Composé 
Teneurs en % 

Zarifet Hafir 
Camphène 1.18 8.14 

Alpha terpinène 0.51 0.93 
para cymène 0.91 1.30 
2, 2, 6 triméthyl cyclohexanone 7.53 6.81 
cinéol 0.50 0.71 
NI 0.80 0.70 
Gamma terpinene 1.00 1.45 
NI 0.76 0.73 
NI 0.65 0.30 
Ni 1.00 0.90 
NI 0.90 0.45 
NI 0.60 0.36 
NI 0.80 0.57 
NI 0.91 1.06 
Trans pinocarvéol 1.77 2.43 
Menth-3-en-3o1 0.46 0.54 
Ni 1.31 1.20 
boméol 9.32 9.14 
NI 0.70 0.50 
Terpinéol-4 1.83 2.60 
Ni 0.60 0.45 
NI 1.30 0.78 
NI 0.42 0.35 
NI 0.60 0.41 
NI 1.62 0.30 

rNI 0.47 r 	0.30 
NI 0.44 0.45 
NI 1.72 1.70 
NI 0.76 0.53 
Bêta gurgunène 0.86 0.92 
NI 1.47 1.61 
NI 1.71 1.30 
Gamma cadinène 0.63 0.77 
Ni 1.44 1.40 
Delta cadinène 7.17 7.51 
NI 0.51 	 0.53 
NI 1.22 	 1.24 
Ni 1.62 0.60 
Oxyde de carvophylléne 2.11 1.81 
Ni 1.45 	 1.37 

f Coprabornéol 

	

12.50 	 7.96 

	

2.40 	 2.04 Epicubénol 
Trans cadinol 0.46 0.31 
NI 0.80 0.67 
Bêta eudesmol 1.90 0.30 
NI 1.52 0.53 
NI 1.10 	- 0.24 
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V-3. Crataegus oxyacan(ha L 
• Présentation et description de la plante 
Aubépine (Cralaegus oxyacaitha L.) 

- 	Epine blanche, épine de mai. 
(Du latin «alba» blanche, et «spina» : épine) 

(Fernandez, 2003). 

Nom arabe :i Cer-
Classification: 

Règne: 

Sous-règne: 

Embranchement 

Sous classe: 

Ordre: 

Famille: 

Genre: 

Espèce: 

Plantes 

Plantes vasculaires 

Spermaphytes 

Rosidae 

Rosales 

Rosaceae 

Crataegus L 

('rataegzis o.v aca,itha L 

13: Photo C zvac antha L ae krgin. 
de 0un2 e1A1c 

Sous-embranchement: Angiospermes 

Classe: 	 Dicotyledones 

(Quezet et Santa, 1963) 

rataegus Iaevigata (poiret) (= C. oxyacantha L., C. oxyacanlhoides Thuili. C oxyacantha 
L ssp polygala Lev, C. oxyacanthoides Thuili, et Mespihis oxyacantha (Gartn) Crantz) 
(Fong et Bauman, 2002). 

Il y a plus de 1000 espèces et hybrides différents de Crataegzis dans le monde 
entier. Les deux espèces le plus fréquemment utilisées sont Crataegus nionogyna et C 
oxyacantha. Du point de vue Médicinal, elles partagent beaucoup de caractéristiques 
semblables (Davies, 2000; Grieve, 1931). 

Le nom botanique Craiaegus a ses origines du grec: kratos qui signifie la "dureté 
"ou la" force "(du bois). Le nom de l'espèce provient également de la langue  grecque: 
oxyacant/la - oxiis signifie " pointu", acantha signifie une " épine" (Davies, 2000; 
Grieve, 1931). 

L'Aubépine "Crataegzis oxyacantha" (Fig. 13) arbuste trouvé dans l'ensemble de 
l'Europe (Rose et Treadway, 1999), l'Algérie sauf les hauts plateaux (Quezel et Santa, 
1963), de 3 à 5 mètres; peut atteindre 10 mètres (Nemecz, 2001). If fait parti des 

- Rosacées (Fernandez, 2003), épineux, commun dans presque toutes les zones tempérées 
de l'hémisphère nord (Bruneton, 1993) y compris des régions de l'Amérique du Nord, de 
l'Amérique du Sud, l'Est de l'Asie et de l'Europe (Pizarro, 1966; Bruneton, 1995). 
Les feuilles d'un vert brillant ont 3-5 lobes obtus peu profonds. Les fleurs, blanches se 
développent et fleurissent à partir du mois d'avril à juin (Nemecz, 2001), groupées en 
corymbes rameux, ont 5 sépales triangulaires, 5 pétales blancs, un androcée de 15-20 
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étamines insérées sur le bord d'un réceptacle brun vert 2-3 carpelle. Les pédoncules 
floraux et les sépales sont glabres, les étamines ont des anthères rouges et l'on démontre 
habituellement 2-3 styles, le fruit rouge foncé, globuleux ou ellipsoïde (Tutin, 1976; 
Nemecz, 2001). En poudre, le matériel végétal est d'une couleur vert jaunâtre (European 
pharrnacopoeia, 2000). 

• Composition 
Principes actifs : pigments flavoniques, amines, dérivés terpéniques, histamine, 

tannin, vitamine C (Fernandez, 2003). 

la drogue renferme des amines aromatiques, une trace d'huile essentielle, les 
majeurs constituants chimiques sont les flavonoïdes (1-2 %) et les proanthocyanidines (2-3 
%), on rencontre de la rutine, hyperoside, vitexine, vitexine-2" rhamnoside, acetylvitexine-
2" rhamnoside. Des flavonols glycosides dans l'inflorescence essentiellement hyperoside, 
spiraeroside et rutine sont présents. Dans les feuilles, des oligomères procyanidines, (-)-
épicatéchine et/ou (+)- catéchine, des acides phénols (acide chlorogenique, acide caféique). 
Les constituants non phénoliques sont les triterpènes pentacycliques comme l'acide 
ursolique, l'acide oleanolique et son dérivé le 2-a hydroxy connu sous le nom de l'acide 
crataegolique sont parmi les composés caractéristiques (Bruneton, 1993; Fong et 
Bauman, 2002). 

Les flavonoïdes et les oligomères procyanidines sont surtout dans les feuilles et les 
fleurs, cependant, ils sont plus faibles dans les fruits: environ 0.1-0.5% flavonoïdes, ainsi 
la vitexine et la vitexine 2'- rhamnoside ne sont présent qu'à l'état de traces (Vichtl et 
Anton, 1999). Svedstrom et al. (2002) ont identifié deux oligomères procyanidines (fig. 
14); un trimère (a): epicatéchine-(40--*8)-epicatéchine-(4J3--6)-epicatéchine et un 
pentamère (b) constitué d'unités (-)-epicatéchine liées par des liaisons C-48/C-8 

OHl 	 EC 
OH 	 i 

OHJTO.\\L) 	 il-IV ECJ4->8 

Tfr'  

01-4 	OH 	IUEC 	VEC 

	

a 	 b 

Fig. 14: Oligomères procyanidines (Svedstrim et al., 2002). 

D'après Rose et Treadway (1999), les constituants thérapeutiques principaux qui 
ont été isolés de laubepine sont des flavonoïdes et des procyanidines. D'autres 
constituants incluent la catéchine, les triterpénoïdes, les acides carboxyliques aromatiques, 
les dérivés aminés et de purine et divers autres composés. La teneur en flavonoïdes de la 
drogue brute est approximativement 1% pour les feuilles et fleurs mais seulement environ 
0,1% pour les baies. La teneur des oligomères procyanidines dans les feuilles et les fleurs 
est environ 1-3%. 
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• Les activités biologiques 
Seulement vers la fin de 1800, que les médecins européens commencèrent à 

expérimenter l'aubépine pour traiter les maladies cardiovasculaires, en utilisant seulement 
l'aubépine blanche pour des buts thérapeutiques (Rose et Treadway, 1999). Les fruits et 
feuilles de l'aubépine ont été considérés comme bons remèdes pour les douleurs de 
l'appareil digestif et urinaire (Rose et Treadway, 1999). Elle est antispasmodique, 
astringent, diurétique, fébrifuge, hypotensive et sédative (Fernandez, 2003). 

L'aubépine renforce la contraction du myocarde (Gruenwald et al., 1998). Les 
extraits procyanidines de l'aubépine aident à réduire les niveaux de cholestérol et à 
diminuer la taille des plaques athéroscl érotique. Cette action est le résultat de la capacité de 
l'aubépine à maintenir l'intégrité de la matrice (collagène) des parois des vaisseaux, les 
rendant plus résistants, ce qui peut aider à empêcher le développement et la progression de 
la plaque d'athérome (Rose et Treadway, 1999). Les oligomères procyanidines sont 
responsables des actions cardiaques de Cra!aegus. Ils augmentent l'utilisation de l'oxygène 
par le coeur et aident le métabolisme enzymatique (Davies, 2000). 

Selon les études de Sun et al. (2002), les extraits de Crataegus oxyacanlha ont 
montré des effets cardioprotécteurs via l'activité de piéger les radicaux et d'inhiber 
l'élastase. Dans une autre étude sur l'homme, comprenant 30 volontaires diagnostiqués en 
tant que hyperlipidémiques, après I mois de consommation d'Aubépine, les niveaux 
moyens de cholestérol Ont diminué de 7,31 ± 1,04 mmol/l au 6,19 ± 1,56 mmolll (P < 
0,001) et les niveaux des triglycérides du sérum ont diminué de 1,93 ± 0,92 au 1,75 ± 0,96 
mmol/l (Zapatero, 1999). La teinture de (rataegu.s empêche également l'accumulation du 
cholestérol dans le foie en augmentant sa dégradation en acides biliaires et simultanément 
par suppression de la biosynthèse du cholestérol (Rajendran et al., 1996). 

Les proanthocyanidines favorisent la relaxation et la dilatation des artères 
coronariennes, de ce fait augmentent l'irrigation cardiaque. Ils sont aussi très antioxydants, 
stoppent ou diminuent la détérioration des vaisseaux sanguins (Chevalier, 1996). 

Les amines cardiotoniques : triméthylamine; dans les fleurs 	seulement, 
phénylalanine et tyramine, permettent une meilleure circulation, réduisent l'hypertension, 
et donc maintiennent l'équilibre cardiaque (Davies, 2000). 

Les acides phénoliques ; acide crataegolique, acide citrique, acide tartrique, acide 
chlorogénique et l'acide triterpênique augmentent et favorisent l'écoulement du sang. 
L'acide citrique équilibre les niveaux de l'acidité du corps, favorise également la fonction 
digestive en augmentant la production de bile (Davies, 2000). 

La racine, feuille et fleur de ('ialaegus contiennent tous des composés cardioactifs 
(McGulTin, 1997), les extraits de ('IuIaegu.s ont montré une basse toxicité, avec un LD 50 
de 25mg/kg (Ammon et Handel, 1981). 
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- 	 V-4. Srnyrniunz olusatruni L 

• Présentation et description de la plante 
Nom commun: 

- 	Maceron, grande ache, persil de cheval, gros persil de Macédoine 

Le nom arabe : 
Nom espagnol : Apio caballar 
Classification 
Règne: 	 Plantes 

Embranchement : 	Spermaphytes 

Sous-embranchement: Angiospermes 

Classe : 	 Dicotyledones 

- 	Ordre : 	 Apiales 

Famille : 	 Apiaceae 

Genre : 	 Smyririum 

Espèce : 	 Snzyrniunz olzisatnirn L 

(Quezel et Santa, 1963) 

Le Maceron, Sniyrnizirn oliisatrum L., encore appelé persil de Macédoine (Fig. 15) 
est une plante de la famille des Ombellifères qui vit à l'état sauvage en Europe méridionale 
(Mathon, 1986), dans le sud et l'ouest, particulièrement dans des secteurs des côtes des 
îles britanniques, la région méditerranéenne et s'étend au Caucase et les îles Canaries 
(M6lleken et al., 1998) et dans toute l'Algérie (Quezel et Santa, 1963). 

Cultivé, en France, dans les jardins des monastères et des châteaux pendant quinze 
- siècles, du début de l'ère chrétienne au XVIIe  siècle (Mathon, 1986), les tiges cuites et les 

jeunes pousses aussi bien que les racines crues et cuites étaient consommé en tant que 
légumes (Mlleken et al., 1998). en plus le Maceron était consommé pour sa racine 

- 

	

	tubérisée à la manière de la carotte ou pour sa feuille, donnée comme ayant des propriétés 
antiscorbutiques (Mathon, 1986). 

- 	 L'herbe était cultivée donc partout dans l'Europe (Môlleken et al., 1998). La fin du 
XVII siècle marque le déclin du Maceron, auquel le céleri se substituera définitivement. 
Aujourd'hui, aucune forme cultivée de Maceron n'existe (Mathon, 1986). 

C'est une plante herbacée bisannuelle, à tige vigoureuse, creuse à l'intérieur, 
cannelée longitudinalement, qui peut atteindre 1,5 ni de haut. Les feuilles, opposées, d'un 
vert clair, relativement de grande taille, sont composées, à folioles larges et dentelées. 
Celles de la base sont complètement divisées trois fois. Les feuilles supérieures n'ont que 
trois folioles. La racine, charnue, est de type pivotant. Les fleurs, vert jaunâtre, sont 
groupées en ombelles composées, à involucre peu développé. Les fruits ont 4-5 mm de 
long et à maturité sont noirs. Période de floraison: avril â juillet. Fruit est de type: akène 
(Juive, 1998). 
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[j 

L'herbe sèche avec gaines 

\ 

Fig. 15: Photo de S. olusatrum de la région de Oum elAlou 

• Composition chimique 
Concernant la phytochimie de S. olusalrii,n, les tiges et feuilles ont été étudiées 

pour leur contenu en flavonoïdes et acides phénoliques. Les sesquiterpénes de la racine 
identifiés sont germacrone, i sof'uranogermacrène, furanodi ène, glechomafurafle composé 
C18 acétylénique, 1(10)-epoxygermaCrOfle et furanoeremophil-l-Ofle. Ceux dans les fruits 
sont : le glechomafuran ftiranodiène et I 3-acétoxyfurano-4( 1 5)-eudesniène (Môllekefl et 

al., 1998). 

L'étude phytochimique réalisé par Molleken et al. (1998) sur les différentes parties 

de la plante a révélé les résultats suivants (tableau 07) les huiles de la racine se 

composent de 49.54% sesquiterpènes oxygénés, la plupart sont des f uranosesquiterPènes, 
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40.21% de monoterpènes dont 3-phéllandrène et limonène sont les constituants principaux 
avec de quantités mineurs de myrcène, -3-carene et a-pinène. L'huile de l'herbe renferme 
44.74% furanosesquiterpéne, comportant 34.89% furanodiène / isofuranogermacrène et 
9.52% fliranoeremophil-l-one, alors que les monoterpènes représentent 42.18% de l'huile. 
Les monoterpènes majoritaires sont : 3-phéllandrène, limonène, myrcène et -3-carene. 

Tableau 07: Composition de l'huile essentielle de Srnyrnium olusatrum 
Selon Mlleken et ai. (1998). 

Composés Racines herbes Composés Racines herbes 
a-Pinène 1.07 0.86 y-Muurolànc 0.05 0.07 
a-Thujène 0.07 0.05 a-Terpinéol 0.02 - 

Toluène - 0.05 Germacrèrie D 2.85 4.43 
Camphène - - Acetate de Neryl 0.63 1 	1.12 
f3-Pinène 0.20 0.14 Bicvciogermacrène 0.04 0.06 
Sabinène 0.15 0.18 (E)-Pipéritol - - 

&-3-Carene 1.20 1.74 Acctatc de Gcranyl - - 

Myrcène 3.69 5.80 -Cadinàne 0.10 0.17 

a-Phéllandréne 0.85 0.72 y-Cadinànc - 0.09 
p-Mentha-1(7),8diene 0.08 0.09 Germacrène A 0.11 - 

a-Terpinène 0.03 - Citronéllol 0.19 0.38 
limonène 11.81 6.62 	J _Cadina-1,4-diene 0.04 0.09 
3-Phé1landrène 20.35 24.92 Mvrtènol - - 

(z)-D-Ocimène - 	 I - Acetate de 2-Phenvlethvl - - 

y-Terpinène 0.09 0.07 Germacrène B 1.49 1.24 
(E)- J3-Ocimène 0.20 0.23 (E)-Carvéol - - 

p-Cimène 0.33 0.67 p-cvmene-8-ol - - 

Terpinolène 0.09 0.09 Isofuranogcrrnacrènc 20.51 20.51 
acétate 1-Octen-3-vl -_- - Furanodiène 17.13 17.13 
(E)-Sabinène hydraté 0.03 - T-Cadinol - - 

a-Copaene 0.04 0.07 T-Muurolol - - 

Benzaldehvde/ P Bourborène 0.06 0.10 -E1émènone 0.27 0.27 
Linalol - - Docosane - - 

(E)-p-Menth-2-en-l-of 0.06 0.07 Elémicine 0.34 0.34 
acctatcdcBornvl  0.04? - a-Cadinol  0.15 0.06 

13-Elémène 0.73 0.79 Germacrone 	. 0. l3d - 

3-Caryophv1lène 0.26 0.47 Tricosane 0.14 0.26 
Terpinene-4-ol - - Tetracosane - - 

M\rtènal/(Z)-p-Menth-2-en- 0.04 0.05 
1-ol  

Pentacosane - 0.06 

y-Elémène 0.31 0.27 Phvtol 0.30 0.55 

Acctate de Citronél lvi 0.32 0.46 Furano-4( I 5)-cudesmcn- 1- 
eue  

- - 

a-Humulène 
().()g 0 .15 

- 

0.11 0.31 

- 

Furanoereinophil-i-one 10.83 9.52 

alcool Furfurvl 	- 

(E)-Vcrbôriol 

10-Acétoxvfurano-4(15) 
des  1jc 

I 1-Aeetoxfurano-3 
cudesmène  

0.19 

0.33 

0.13 

0.14 
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I- Matériel végétal 

1-1. Récolte des plantes 

Les plantes ont été récoltées durant la période allant du mois de novembre 2004 
jusqu'au juin 2005, de trois stations de la wilaya de Tlemcen (Algérie) (fig. 16). 

- 

	

	 - Lavandiila stoechas: récolté de la région de Oum elAlou et Aïnfezza. 
- Smyrnium olusatrum : région Oum e! A bu. 
- Cistus ladanferus: région de Sidi M'hammed (station de Honaïne). 

- 	 - Crataegus oxyacantha: région de Oum e! Abou. 
Les situations géographiques de ces stations figurent dans le tableau 08. 

Tableau 08: Situation géographique des stations de récolte. 

Région Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique 
Oum e! Alou 1 022 m 34'49'N 1'16'W Semi-aride à hivers tempéré 

Aïnfezza 1 000 m 34'50' N 10 17'W Semi-aride à hivers tempéré 
SidiM'ha,nrned 380 m 350 05'N 1'27'W Semi-aride à hivers frais 

1-2. Conservation 

Les plantes, fraîchement récoltées, sont lavées ensuite séchées à l'ombre dans un 
endroit sec et aéré. Devenues sèches, les parties utilisées (tableau 09) sont récupérées dans 
des sacs propres. Notant qu'avant le lavage, une certaine quantité des plantes est récupérée 
pour la mesure du taux d'humidité. 

Tableau 09: Organes végétaux destinés pour l'extraction. 

L'espèce végétale Les parties étudiées 
Lavandula sioechas Les feuilles 
Cistus Iada,iferiis Les feuilles 

Craiaegus oxyacanlha Les feuilles 
Les boutons floraux 

Les fleurs 
Srnyrniurn olusatriini La partie aérienne: 

Les feuilles 
- 	 Les fleurs 

Les tiges 

1-3. Détermination de la teneur cii eau 

- 	 Le contenu en eau des plantes a été déterminé par le procédé de séchage â l'étuve 
(Twidwell et al., 2002; Simpson, 1999). 
Considérons; 

a— poids de l'échantillon "plante fraîche". 
F3- poids de l'échantillon "plante sèche". 

-, teneur en eau exprimée en pourcentage. 

H% = [(poids u - poids F3 ) / poids .x] x 100 
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Fig. 16: Carte géographique de la région de Tlemcen 
montrant les trois stations de récolte. 
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Matérief & Métfiodcs 

Pour plusieurs mesures, on calcule l'humidité moyenne: 

H%(moy.) = HI  %  + H2% +..........+ H% Tiil 
Moy. : Moyenne. 

teneur en eau de l'échantillon N2 I 
Teneur en eau de l'échantillon N2 2 

L H H H H HH H H H H 
H % : Teneur en eau de l'échantillon N2 n 
n: nombre total des échantillons. 

II- Les huiles essentielles 

11- 1. Procédé d'extraction 

L'extraction de l'huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation pour la 
Lavande, le Ciste et entraînement à la vapeur pour le Smyrnium. 

- Hydrodistillation: 100g de plante sèche est introduite dans un ballon à 3 cols ou 
fiole de deux litres, imprégné d'eau distillée, l'ensemble est porté à ébullition pendant 2 à 3 
heures. Les vapeurs chargées d'huile; en traversant un réfrigérant se condensent et chutent 
dans une ampoule à décanter, l'eau et l'huile se séparent par différence de densité (fig. 17). 

- Entraînement à la vapeur: 500g de matériel végétal sec est placé sur une grille, 
qui surmente l'eau en ébullition, les vapeurs; en traversant la plante font éclater les 
cellules et entraînent avec elles l'huile. Après condensation et liquéfaction, l'huile se 
sépare de l'eau dans l'ampoule de décantation (fig. 18). 

L'huile séparée de l'eau est déshydratée par le sulfate de sodium (Na2SO 4), et 
conservée à + 5°C. 
Vu le rendement très faible, on a arrêté l'extraction d'huile avec les deux plantes: C. 
oxyacaniha et S. oliisatrum. 

II- 2. Calcul du rendement 

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de l'huile extraite et 
le poids de la plante à traiter (Carré. 1953). Le rendement, exprimé en pourcentage est 
calculé par la formule suivante 

B P A] : 1(1)1 	R : R F, ri ck, iri F, iË. de l'hi.de en% 
P : 1:oids de 1'h1 p erig 

Ou 	 PA: pcid1îp1ite Cr1 

R=IIPB;'FA1 x1OQ 
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Il- 3. Mesure de la densité 

La densité relative de l'huile essentielle est le rapport de la masse d'un certain 
volume de l'huile à 20°C et la masse d'un égal volume de l'eau distillée à 20°C 
(AFNOR, 1992). 

Fig. 17: Montage d'hydrodistillation employé 
pour l'extraction de l'huile essentielle. 

crtk de l'etu 

—Rfr3gér*lt 

4- Eree de l'ecu 

--' 	Statf 

Atxpc'u1e 
dccnier 

Fig. 18: Schéma du dispositif de l'entraînement à la vapeur 
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11- 4. Analyse de la composition chimique de l'huile essentielle par CPG et RMN ' 3C 

Les analyses de la composition chimique des huiles essentielles ont été réalisées par 
chromatographie en phase gazeuse et par spectrométrie de résonance magnétique 
nucléaire. 

11- 4-1. Principe de la CPG et RMN 13C 

En chromatographie en phase gazeuse (CPG), l'échantillon est vaporisé et injecté 
au sommet de la colonne, l'élution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase 
mobile (Laverdière et al., 1999). 

La RMN' 3C permet d'aboutir à la détermination complète des structures avec en 
particulier la stéréochimie des liaisons entre atomes (Lafont, 2002). Dans cette méthode, 
les déplacements chimiques des carbones présents dans le spectre de mélange sont 
comparés avec ceux des produits de référence contenus dans la bibliothèque de spectres. 
Pour cela un logiciel d'aide à l'analyse a été développé, qui permet l'identification directe 
des principaux constituants d'une huile essentielle. L'attribution de chaque pic dans le 
spectre du mélange à un carbone donné d'une molécule donnée permet son identification 
(Tomi et al., 1995; Tonii et Casanova, 2000). 

II- 4-2. Conditions opératoires 

>CPG 

Les analyses ont été faites à l'aide d'un chromatographe Perkin Elmer Autosystem, 
équipé d'un injecteur diviseur, de deux colonnes capillaires (50 x 0,22 mm di.; épaisseur 
du film: 0,25 mm), polaire (BP20), polyéthylène glycol) et apolaire (BPI. 
diméthylsiloxane) et de deux détecteurs à ionisation de flamme. 

Les conditions opératoires sont les suivantes: gaz vecteur: Hélium, pression en tête 
de colonne: 20psi, programmation de température: de 60 à 220°C à 2°C/min avec un palier 
de 20 min à 220°C, température de l'injecteur: 250°C, température des détecteurs: 250°C, 
injection mode split. 

> RMN'C 

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur un appareil Bruker400 MHz, équipé 
d'une sonde de 5 mm opérant à 100 MHz pour le carbone-13, dans le chloroforme 
deutérié. Les déplacements chimiques sont des donnés en ppm () par rapport au TMS pris 
comme référence interne. 

Les spectres RMN du carbone-1 3) ont été enregistrés avec les paramètres suivants: 
durée de l'impulsion (PW): 2,8is [ou 51,ts]  (angle d'impulsion 45°); temps d'acquisition: 
1,3s correspondant à une acquisition de 32 K avec une largeur spectrale (SW) de 12 500Hz 
(250 ppm), Les données du signal de précession libre sont multipliées avant la transformée 
de Fourrier par une fonction exponentielle (LB = I Hz). L'analyse d'un mélange est menée 
sur échantillon de 70 mg fou 200 mg dilué dans 0,5 ml de CDCI3. 
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III- les flavonoïdes 

III- 1. Protocole d'extraction 

On a employé les solutions méthanoliques pour l'extraction des flavonoïdes, 
méthode décrite par Upson et al. (1999) (Fig. 19). 

- pour 1g de plante sèche rendu en poudre placé dans un récipient en verre (fiole, 
erlen ou bécher), couvert de 20 ml de MeOH aqueux 70% (7:3), 

- 	le tout est chauffé à 70°C pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végéta!, 
empêchant l'oxydation ou l'hydrolyse enzymatique). 

- l'échantillon est laissé macérer durant une nuit (24 heures). 
- après une première filtration sur papier filtre n° 589, 13 cm de diamètre, 
- Le filtrat est évaporé sous vide à sec en utilisant un Rotavapeur laborota 4000-

efficient, à la température de 45-50°C. 
- L'extrait sec destiné au test microbiologique est récupéré avec le DMSO (notant ici 

que la quantité de départ de la plante sous forme de poudre mise à l'extraction est 
de 100g et que l'extrait sec résultant est solubilisé dans 5ml de dimethyl sulfoxyde). 

- Pour les analyses CCM le résidu sec est repris avec un minimum de méthanol 95°, 
Subi une filtration sous vide sur filtre No DS0215-4045, 47mm de diamètre et de 
porosité 0.45m. 

- 	L'extrait sec en solution est conservé à +5°C 

Matiel végétal sec broyé  

Méthanol/Eau 
(70. 

Chaufge au bain mari e à 70 °C/Stnin 

Séjomnent 24h 

Filtration 

'j 
Ev'oration à sec (50°C) 

' Récération ck2 sol vdflt 

Extrait sec contenant les flavonoïdes  

FLe .L' Pi I) tO( oie (1 11 .0 tiOli (1i?,Ç flownde 

Pave 5 1 
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III- 2. Détermination du rendement 

Le Poids de l'extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon 
plein et le poids du ballon vide. 

111- 3. Mise en évidence des flavonoïdes 

La présence ou l'absence des flavonoïdes dans un extrait peut être mis en évidence 
par un test simple et rapide au magnésium (Karumi et al., 2004). Le test consiste à ajouter 
à un minimum de volume de l'extrait méthanolique quelques gouttes de HCI concentré 
(2N) et 0.5g de Mg. On laisse agir 3 minutes 
Lecture des résultats : coloration orange ou rouge, implique la présence des flavonoïdes. 

ifi- 4. Dosage des polyphénols 

Les polyphénols ont été déterminés spectrophotométriquement par la méthode de 
Folio Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Ileilerovà et ai, 2003). 

On a additionné à 1 ml de l'extrait dilué avec de l'eau distillée (1 - 1) tOmE de la 
solution de Na2CO3, incubés à 38°C dans un bain marie pendant 10 minutes, ensuite Imi 
du réactif de Folio Ciocalteu â été ajouté à l'ensenible, après 30minutes. l'absorbance a été 
mesuré a 660nm contre un blanc sans extrait. 

La quantification des polvphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage 
linéaire (v= ax ~ b) réalisé par un extrait d'étalon "résorcinol" à différentes concentrations 
dans les nièmes conditions que l'échantillon. Les résultats sont exprimés en g eqwv aient 
resorcmol par 100 du poids sec de la plante en poudre. 

ffl-5. Dosage des flavonoïdes 

La méthode au AICI 3  (Lamaison et Carnet, 1990; Huang et al., 2004) a ét é  
employée pour la détermination de la teneur totale en flavonoïdes des extraits échantillons. 

Un millilitre (I ml) de la solution de l'extrait a été ajoutée à un volume égal d'une 
solution AICI3; 6H20 à 2% (2 g dans 100 ml méthanol). Le mélange a été 
vigoureusement agité, et l'absorbance à 367 nm a été lue après 10 minutes d'incubation. 

Une courbe d'étalonnage (y= ax + b) réalisée par le catéchol à différentes 
concentrations pratiquéé dans les mêmes conditions opératoires que les échantillons servira 
à la quantification des flavonoïdes. La teneur en flavonoïdes a été exprimé en mg catéchol 
équivalent /100g poids sec de la plante). 

III-6. Analyse de la composition chimique des flavonoïdes par chromatographie sur 
couche mince"CCM" 

Principe: 
La chromatographie sur couche mince est essentiellement une chromatographie 

liquide exécutée sur une couche de particules d'une substance polymérisée immobilisée sur 
un support planaire (Yrjnen, 2004). 
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Méthode: 
Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des 

plaques de Silicagel G60 ; 0.25mm d'épaisseur, sur support rigide en verre; 20/20cm. 

Deux microlitres (21il) de chaque extrait ainsi que des étalons sont déposés à des 
points repères à 1,5cm du bord inférieur de la plaque. On a employé comme éluant un 
mélange de BAW (n - Bu OH, HOAc, H20 «4: 1: 5 »; vlv), un mélange Acétone/Eau 
(1: 1; v/v) et le système solvants Chloroforme/MéthanollEau (90 :10: 5 ; v/v). 

Après développement dans une cuve en verre et séchage, les plaques ont été 
observées sous lampe UV à 365 et 366 nm. Les couleurs des spots et leur Rf ont été 
enregistrés. 

1V- Tests microbiologiques 

IV-1. Les souches testées 

Les souches utilisées dans les tests font parties de trois groupes de microorganismes 
(tableau 10), qui sont des pathogènes et des contaminants. 

1V-2. Conservation des souches 

Les souches ont été conservées à 5°C dans des tubes stériles contenant lOmi de 
milieu de culture incliné (PDA acidifié pour les moisissures, gélose nutritive pour les 
bactéries et levures). 

IV-3. Les milieux de culture 

Suivant les méthodes employés dans l'essai et selon les souches, nous avons utilise 
comme milieux de culture les suivants 

- Gélose Nutritive, Bouillon et Gélose Mueller  Hinton pour les bactéries, 
- Milieu TGEA, Bouillon Nuiritif et milieu Sabouraud liquide pour les levures. 
- Milieu PDA pour les moisissures. 

IV-4. Préparation des précultures 

IV-4-1. Précultures des levures et bactéries 

Pour la fixation de l'inoculum de départ, on a employé une méthode photométrique 
(AIwal, 2003). 

Pour chaque microorganisrne,l0 ml de milieu de culture stérilisé (MH pour les 
bactéries. Bouillon Nutritif pour les levures) a été inoculé avec une colonie prélevée d'une 
culture de 24 heures, incubé durant la nuit. Après 18 heures à 20 heures d'incubation, un 
certain volume de cette culture a été dilué pour en avoir une densité de 0,1. Cette densité 
mesurée â 625 nm est équivalente à 1 x 10 cellules/ml, la suspension d'inoculum a été 

ensuite diluée I :10 pour en avoir une concentration finale de I xIO' cellules/ml. 
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1V-4-2. Précultu res des moisissures 

Des boites de pétri, contenant le milieu PDA solide, on dépose un disque au centre 
de chaque boite provenant d 'une culture pure préparé au préalable. On incube: 

- 48 heures pour Rhizopus stolonfer 
- 7 jours pour les autres souches 

Tableau 10: La source des souches concernées par les tests. 

Les souches La source 
1-Les moisissures 
Rliizopus stolonifer Laboratoire produits naturels (équipe : utilisation des sous -

produits agro-alimentaires pour la production de biomasse et des 
protéines d 'organismes unicellulaires et les métabolites actifs. 
(Tlemcen) 
(Mr. Moussaoui) 

Penicillium sp.  

Mucor sp. 
Trichoderma sp 
Alternaria S/J. 

Fusarium SD. 

Aspergillusflavus de Muséum National d 'Histoire Naturelle (MNHN) 
référence (AFR): Paris (France). 
99.4294  
2- Les bactéries  
E. cou 	ATCC25 922 Laboratoire Antibiotiques, Antifongiques, Physico-chimie, 

Synthèse et Activité biologique (Tlemcen) Staphylococcus aureus 
ATCC25923 
Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC27853  
Esche richia cou 	(E!): Laboratoire de microbiologie de Sidi Bel Abes. 
5044172  
Pseudomonas Laboraioire de microbiologie Dép. Biologie (Tlemcen). 
aeruginosa (P4): 
22212004  
Stahiococcus aureus Laboratoire de phytopharmacie. Paris 7 (France) 
(STI): ÂTCC 601.  
Lisieria ,nonocvtogenes Laboratoire de microbiologie Dép. Biologie (Tlemcen) 
(Li 1): ATCC 19111  
Enterobacter Laboratoire de microbiologie de l'hôpital (C.H.U). 
cloacea (En): 1305573  
Ciirobacter sp. Laboratoire des produits naturels. (Tlemcen) 
Proteus rnirobi!is (Pr): Laboratoire de microbiologie de l'hôpital (CHU). 
0536040  
Solmonella typhi (SL): Laboratoire de microbiologie de l'hôpital (C.H.U). 
4404540  
Kiebsiella pneumoneae Laboratoire vétérinaire de Tlemcen (L. V. R.T). 
(KLI): 5215773  
3- Les levures 
Candida albi cons Laboratoire des produits naturels. (Tlemcen) 
ATCC 444  

Avant les tests, les souches ont subi une série de repiquage pour s'assurer de leur pureté. 

Page 54 



Matérie( & 9qétfio6es 

IV-5. Les techniques microbiologiques 

1V-5-1. Sensibilité des souches vis-à-vis des antibiotiques et des antifongiques 

1V-5-1-1. Principe 

Le but de la réalisation d'un antibiogramme est de prédire la sensibilité d'un germe 
à un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique (Burnichon 
et Texier, 2003) de même pour l'antifongigramme, qui consiste à déterminer la sensibilité 
des mycètes vis-à-vis d'un ou plusieurs antifongiques. 

IV-5-1-2.Choix des antifongiques et antibiotiques 

Le choix des antibiotiques et les antifongiques a été fait en fonction de la 
disponibilité. 

Les antibiotiques 
- Quinolones: Acide Nalidixique "NA" 30 pg 
- Sulfamides et associations: Sulfaméthoxazole "SXT" 1.25 / 23.75jig 
- Macrolides: Spiramycine "SP" 100g 
- Tétracyclines: Tétracycline "TE" 3Oig 
- Macrolides: Erythromycine "E" 15 UI 

Les antifongiques: 
- Nystatine (Mycostatine) 

IV-5-1-3. Méthodes d'étude 

Pour les bactéries, on a testé leur sensibilité par la méthode des disques ou 
antibiogramme standard (Joffin J-N et Leyral, 2001). ainsi, cette méthode a été aussi 
appliquée pour les levures. 

Pour les moisissures, on a appliqué la méthode de dilution effectuée en milieu 
solide (Guérin-Faublée et Carret, 1999 ; Burnichon et Texier, 2003). 

1-Antibio2ramme 
Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus utilisées par 

les laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard, imprégnés des antibiotiques à 
tester, sont déposés à la surface d'un milieu gélose, préalablement ensemencé avec une 
culture pure de la souche à étudier. Dès l'application des disques, les antibiotiques diffusent 
de manière uniforme si bien que leurs concentrations sont inversement proportionnelles à 
la distance du disque. Après incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition 
circulaires correspondant à une absence de culture (Guérin-Faublée et Carret, 1999). 

.Application : Dans des boites de 9cm de diamètre contenant 10 ml de gélose MH et 
inoculées par 10 °  cellules d'une culture bactérienne, des disques imprégnés d'antibiotique 
A e doses connues sont appliqués à la surface à des distances déterminés (3 à 5 
disques/boite). Les boites sont incubées à température ambiante pendant 30 min, ensuite 
dans une étuve à 37°C pendant 18 à 20 heures. La lecture des résultats se fait par la 
mesure de la zone d'inhibition, qui est représentée par une auréole formée autour de 
chaque disque où aucune croissance n'est observée. Les valeurs sont comparées avec celles 
de référence (tableau 11). 
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Tableau 11: Liste des Antibiotiques et des valeurs de références. 
Comité Français de l'antibiogramme 2000 (Joffin J-N et Leyral, 2001) 

antibiotique sigle classe CCinf 
Ig.ml-1 

d. CCinf 
mm 

CCsup 
jig.ml-1 

d.CCsup 
mm 

Acide Nalidixique NA Quinolones 8 20 16 15 
Sulfaméthoxazole SXT Sulfamides 2/38 16 8/152 10 

Spiramycine SP macrolides 1 24 4 19 
Tétracycline 1 TE 1 Tétracyclines 4 1 	19 1 	8 17 

Erythromycine 1 	E 1 	macrolides 1 1 	22 1 	4 17 

2- Antifongigramme: 

En milieu solide, on dépose un disque de mycélium au centre en surface du milieu 
PDA, additionné au préalable d'une concentration connue de Mycostatine. Les boites sont 
incubées à la température de 25 ± 2°C. 

1V-5-2. Test du pouvoir antirnicrobien des huiles essentielles et flavonoïdes 

IV-5-2-1. Test préliminaire 

Les méthodes du test que ce soit pour les huiles ou flavonoïdes ont été choisies 
après un essai préliminaire étant donné que l'huile est non miscible avec l'eau et que les 
flavonoïdes en fin d'ex-traction seront récupérés par un solvant. 

On a testé la toxicité de quatre solvants (Méthanol, Ethanol, Tween 80 à 0.05° o et le 
DMSO) vis-à-vis de la souche Rhi:opus stolonifer. Un contrôle sans solvant a été realise. 

1V-5-2-2. Essai antifongique et antimicrobien 

L'essai antifongique contre les moisissures a été estimé par la méthode de contact 
direct (Mishra et Dubey. 1994 - Belghazi et al., 2002), les extraits des tiavonoïdes ont etc 
solubilisé dans du DMSO (Nostro et al., 2000: Souza et al., 2003 z Lahlou, 2004: 
Velu ri et al., 2004; Alam et Mostahar, 2005) 

L'essai antibactérien• a été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose (Murtaza 
et al., 1994; Veliêkoviê et al.. 2003; Alam et Mostahar, 2005). La gélose Mueller 
Hinton (Ericson et Sherris, 1971) a été employé pour l'essai de la sensibilité des 
différentes souches (Nostro et al., 2000 Rahman et Gui, 2002). Milieu TGEA pour la 
levure Candida aihicans. 

I- Essai antifongigue 

Des quantités appropriees de l'extrait naturel (huile essentielle, extrait des 
flavonoïdes) ont été ajoutées au milieu PDA stérile encore liquide pour obtenir différentes 
concentrations (tableau 12). Un disque mycélien (Mishra et Dubey, 1994; Khallil, 
2001), de diamètre de 6 millimètres pris de la culture du mycète a été inoculé à chaque 
boîte de Pétri. PDA sans extrait a servi de témoin. 
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Tableau 12: Concentrations expérimentées pour l'essai antifongique. 

Concentration en ii /20m1 PDA Concentration en % (vlv )* 

Les huiles essentielles 4 0.02 
10 0.05 
20 0.1 
40 0.2 
1100 0.5 

Les flavonoïdes 300 1.5 
500 2.5 
700 3.5 

vlv: volume de l'huile ou extrait fiavonoïdes! volume PDA 

Le volume de PDA est 20m1/boite (Khalii, 2001; Motiejùnaité et Peiulyte, 
2004), les extraits sont ajoutés au milieu de culture à la température de 56 oc 
(Subrahmanyam et al., 2001) et les souches sont incubés pendant : 48 heures pour 
Rhizopus s1oIonfer, 4 jours pour Mucor; Aliernaria; Trichodernia, 7jours pour 
Aspergil/îisflavus ; Penicillizim et Fiisariuni à la température de 25 ± 2°C. 

Des mesures de diamètre des colonies ont été faite après la fin d'incubation pour 
chaque concentration et extrait. La concentration minimale inhibitrice «CMII » est défini 
comme étant la plus basse concentration où aucune croissance n'est visible. I'1050 
représente la dose réduisant de 50% la croissance microbienne, ainsi pour ce dernier 
paramètre l'action antifongique a été déterminée par la mesure de l'inhibition de la 
croissance de la colonie fongique, en utilisant la formule d'Ebbo (Motiejûnaité et 
Peiulyté, 2004) 

T=(Dk-D 0 )/ Di, x 100% 

Dk : diamètre de la colonie niycélienne témoin, en centimètre 
Di,: diamètre de la colonie mycélienne dans l'expérience 
T: taux d'inhibition de la croissance du nwcelium en pourcentage 

2- Essai antimicrobien 

Test par diffusion sur disque 

Des cultures pures développées durant une nuit dans un bouillon approprié sont 
ajustées pour passer de 1x10 5  cellules/ml à 1x10 7  cellules/ml. lOOjil de chaque suspension, 
contenant approximativement I X  10cellules a été étalé à la surface du milieu gélosé 
Mueller Hinton pour les bactéries, milieu TGEA pour la levure. 
Des disques de papier filtres chargés de 3M1  de l'extrait naturel, de 6 millimètres de 
diamètre, sphériques ont été placés à la surface gélosé sèche, inoculée au préalable par une 
suspension microbienne pure. Des témoins sans extrait ont été réalisés 

- 	contrôle Mueller Hinton sans huile essentielle et Mueller Hinton avec 
DMSO sans extrait flavonoïdes pour les différentes souches de bactéries, 

- 

	

	un contrôle avec milieu TGEA sans huile essentielle et TGEA sans extrait 
flavonoïdes pour la levure C. albicans. 
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Les boites de pétri sont rempli à raison de 10 ml/ boite (Veiikovi & ai, 2003). 
Après incubation à 37 ± 1°C pendant 18 à 20 heures, les diamètres des zones claires 
d'inhibition autour des disques ont été mesurés. 

IV-5-3. Mesure spectrophotomètrique de l'activité antimicrobienne 

Le suivi de la croissance microbienne sous l'effet de différentes concentrations de 
l'extrait naturel par la méthode de macrodillution, surveillée par la mesure de la densité 
optique (Devienne et ai, 2002; Mendoza et al., 2002; Atwal, 2003) a pour objectif de 
déterminer la concentration 1050, qui réduit le taux de la population microbienne de 50% 
par rapport à celle du contrôle. Ce test vient complété les essais antimicrobienne réalisés 
par la méthode des disques. 

Dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de culture liquide; Mueller 
Hinton pour les différentes souches de bactéries; Sabouraud pour la levure C. albicans, 
différentes concentration ont été réalisés par ajout de 5, 10, 15, 20, 25 ml de l'extrait 
naturel. Notant que pour chaque souche, ce test a été réalisé par l'extrait montrant une zone 
d'inhibition supérieur à tous les autres extraits. 

La croissance est déterminée après 20 heures d'incubation par lecture de la densité 
optique au spectrophotomètre (6405UV/Vis. Spectrophotometer) à 625nm. L'essai est 
répété trois fois. Le pourcentage de l'inhibition de la croissance cellulaire a été calculé par 
l'équation: 

Inhibition = (A contrôle - A test) / A contrôle x 100 1/o 

(Benabadji et al.. 2004) 

• contrôle: est la densité optique à 625 nm du témoin sans extrait 
• test: 	la densité optique à 625 nm du test 

V- Test antioxydant - Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode 
au DPPH 

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été testé par la méthode de Blois (Zhu et 
al., 2002), méthode au DPPH (Leitâo et al., 2002; Chen et al., 2004). Ce radical (fig. 20) 
libre stable possède une coloration violette foncée, lorsqu'il est réduit, la coloration devient 
jaune pâle. 

NO2 

2—( 	--?(---N 

NO2 

Diphenvlpicrvlhvdraiyl (radical libre) 
	

Diphcnipicrvlhvdrazvl (forme non radicalaire) 

Fig. 20: Forme libre et réduite du DPPH 
(Nlolyncux, 2004). 
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V-1. Préparation de la solution DPPH 

Le DPPH 2.2-Diphénv1-1-picivlhvdrazy1 (C 1 8H 1 2N506  Mr : 394.33), est solubilisé 
dans du méthanol absolu pour en avoir une solution de 0,3 mlvi. 

V-2. Solution d'extrait 

Pour le test, les échantillons ont été préparés par dissolution dans le méthanol 
absolu. (Panichayupakaranant et Kaewsuwan, 2004). 

Pour tous les extraits, que ce soit flavonoïdes ou huile essentielle, on prépare des 
solutions dans du méthanol absolu à raison de 1 mg/ml. Ces solutions dites solutions mères, 
subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations de l'ordre de 

- 

	

	microgramme par ml (Tableau 13). D'autres concentrations ont été rajoutées pour les 
solutions huileuses. 

Tableau 13: Concentrations testées dans le test antioxydant. 

Les extraits E. F. 
Lanandula 

E.F. 
cistus 

E.F. 
C'rataegus 

E.F. 
Srn'rnium 

H.E. 
Lanandula 

H.E. 
cistus 

H.E. 
Smurnium J Concentrations 4 5 	0.8 	1 2 	2 2 

ig/niI 5 7 	3 	3 10 	10 10 
7 10 	5 	5 20 	20 20 

10 13 	10 	7 100 	. 	300 100 
15 15 	30 	10 300 	500 300 
30 20 	50 	15 400 	1 000 500 
50 30 	100 	30 500 	3 000 600 
100 50 	 40 600 	5 000 700 
150 100 	1 	 50 	1  1 000 	î 1 000 

j 	60 3000 3000 
5000 	i 5000 
7000 7000 
9000 9000 
11000 11000 
13 000  13 000 

EF: Extrait Flavonoïdique 
HE : Huile Essentielle 

V-3. L'essai au DPPH 

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 2,5 ml de la solution test, on ajoute Imi 
de la solution DPPH. Après agitation par un vortex, les tubes sont placés à l'obscurité, à la 
température ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque concentration, le test est répété 3 
fois. La lecture est effectuée par la mesure de l'absorbance à 518 nm par un 
spectrophotomètre. Pour chaque dilution, on prépare un blanc, constitué de 2.5ml de la 
solution test additionnée de I ml de méthanol. 

Le contrôle négatif est composé de I ml de la solution DPPH (0,3 mM) et de 2.5 ml 
de méthanol. 
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Le contrôle positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard; 
l'acide ascorbique et le Trolox (acide 6Hydroxy-2, 5, 7,8-Tetramethylchroman-2-
Carboxylique "C 14H 1804") dont l'absorbance est mesurée dans les mêmes conditions que 
l'échantillon test. 

V-4. Expression des résultats 

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH 
de 5U' . aussi bien que la puissance antiradicalaire (ÀRP egal à li E(',) (lieilerovà et ai. 
2003). les résultats sont exprimes en activité antioxydante. 

L'activité antioxydante, qui exprime les capacités de piéger le radical libre est 
estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol. 
L'activité antioxydante "AA%" est donnée par la formule suivante 

AA % =100 - {I(Abs test - Abs ]Blanc)  X 1001 /Abs contrôle).  (Leito et al., 2002) 

Ou encore: 

Inhibition %=( Abs contrôle - Abs ) / Abs contrôle  x 100 	(Wang et al., 2002) 

Soit: 
AA : Activité Antioxydante 
Abs : Absorbance à la lonŒueur d'onde de 518 nm. 

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures ± écart type. 
La valeur EC50 (autrement appelée la valeur IC 50) a été déterminée pour chaque extrait. 
est défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité 
de DPPH (couleur) ou encore. c'est la concentration de l'échantillon exigée pour donner 
une diminution de 50% de l'absorbance de la solution contrôle constitué de méthanol et 
DPPH. Les valeurs EC50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois 
essais séparés où l'abscisse est représenté par la concentration des composés tests et 
l'ordonné par Factivité antioxydante en crcentage (Mensor et al.. 2001). 

En parallèle, pour le suivi de cinétique de la réaction de réduction; 3.9 ml de 
solution de DPPH (0.3 mM) est introduite dans la cuvette de spectrophotomètre, 
l'absorbance est mesuré à 518 nm (Abso), ensuite 1 00u de la solution mère de l'extrait est 

ajoutée, I' absorbance est mesuré immédiatement après agitation (Abs 1 ,J avec un intervalle 

de temps de I min entre Abs 0  et Abs tt, puis d'autres mesures ont été effectuées. 

VI- Etude statistique 

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel statistique GraphPad 
InStat. Toutes les expériences ont été répétées 3 fois, les résultats ont été présentés par la 
moyenne avec son écart type (n=3) pour chaque cas. Les différences ont été considérées 
significatives à P <0.05. 
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I- Résultats de l'étude phytochimique 

1- La teneur en cati: 

Les végétaux sont riches en eau, les analyses de nos échantillons ont révélé un taux 
hydrique important compris entre 52% et 82%. Ce la signifie approximativement la moitié 
ou plus de la moitié du poids de la plante fraîche est constituée par l'eau (Fig. 21). Nous 
avons constaté que Srnyrniurn olusatrum est très riche en eau avec un taux d'environ 82%, 
aubépine présente- elle aussi une proportion considérable; les 2/3 de la plante est formé 
par de l'eau, par contre la Lavande et le Ciste; l'organisme végétal comprend en poids 
approximativement des proportions équivalentes de matière sèche et d'eau. 

Teneur en eau de 	QfldLd .sk'eÇh$ 

de arnde O zm eAou 

Teneur en eau de CWs 1dan2fe, 

de la rgin de 5idiMhaeed 

Teneur en c*ez de Syrnw oatru 
Teneur en eau de Craweguj oxya. 	 de à 	de 0 aw .'JAc 

de larxrtde Oe e4ou 

Fig. 21: Teneur en eau des quatre plantes médicinales. 

2- Le rendement en huile essentielle 

Les huiles essentielles ont été extraites des matériaux végétaux secs, le rendement 
en huile essentielle varie beaucoup avec la plante utilisée, le matériel employé pour 
l'extraction et la méthode d'extraction, aussi bien l'origine de la plante. 
Comme noté dans la partie bibliographique, Aubépine ne renferme que des traces d'huiles, 
vue le matériel utilisé, nous n'avons pu récupérer qu'une infime quantité huileuse, c'est 
ainsi que le rendement tend vers zéro. 

Pour les autres plantes, le rendement était largement variable (Fig. 22) où 
Lava;idula stoechas de la région de Qiwi cl .4 ion présente le rendement le plus élevé (2%) 
non seulement en comparaison avec les autres plantes de genre différent mais aussi avec la 
même espèce de l'autre région : celle de A» f'::a. Cette dernière a présenté un taux 
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inférieur à 1%, ce qui confirme que la région d'origine influence beaucoup la sécrétion en 
l'huile d'une plante aromatique. 

Les teneurs en huiles essentielles de L. stoechas provenant de la région de Ouchba 

et Zarfet sont: 0.94% et 0.70% respectivement (Sidi Boulenouar et Ziane, 2003). 
En revanche, Cisius ladanferus et Smyrnium olusatrum ont présenté respectivement un 
rendement faible de 0.1% et très faible de 0.04% sachant que l'huile de S. olusatrum à 
été extraite au moyen du procédé de l'entraînement par la vapeur d'eau, alors que les autres 
par hydrodistillation.  

D L. stoec/ias Oum E! A Ion 
D L. stoechas A  Fe::a 
EJ C. Iadanife,ïis 

2.5 

1.5 

03 

o 
Fiz 22: Rendement en huile essentielle 

obtenue par hydrodistillation. 

La teneur en huile essentielle de C. Iadanferus est de 036% pour la station de 
Hafir et 0. 13°o pour celle de Zarifeî (Kaïd Sîimane, 2004) notant que l'huile a éte extraite 
par entraînement à la vareur 

3- Densité del* huile essentielle: 

Les mesures de densité effectuée à 20°C des plantes appartiennent à un intervalle 
compris entre 0.75 et 0.89 (fig. 23). 

Les valeurs d: des huiles essentielles à 20°C peur les plantes : Lavanclzi/a .sioec/las de 
la région de Oum cl .4 (ou, kivLmdu(a sioeclius del a région de A m fe:za, Cisius ladu;sift'riis 
de .S'ic/i Ai '/,a,,,ed et .S'iniuiizun o/usurlun de Qimi cl A/oii sont respectivement : (0.813 ± 
0.1080), (0.855 ± 0.1443). (0.757 ± 0.1051) et (0.889 ± 0.04250). 
Nos huiles essentielles de L . stoeclicis de la région de Ouni cl Aloii et .4 h! frz:a ont des 

- densités presque semblables,un peu basse aux densités des huiles de la même plante 
poussant dans la région de Ouchba (0.9464) et Zarifet (0.9453) (Sidi Boulenouar et 
Ziane, 2003). 
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D L. stoechas Ozim e! A loti 
D L. stoecizas Ainfezza 

C.. /adan/ferzis 
S. oluairtiin 

0,86 -V, 

Fig. 23: Densité des huiles essentielles. 

4- Extraction des flavonoïdes : rendement en extrait sec 

- 	 Les extraits méthanoliques récupérés après évaporation à sec et sous pression 
réduite ont été pesés pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait renferme les 
flavonoïdes et les composés phénoliques. Le rendement a été déterminé par rapport à 100g 
de matériel végétal sec; rendu en poudre subissant une extraction douce à la température 
ambiante durant 24 heures. Les résultats ont été exprimés en pourcentage (p/p). 

Les quatre plantes ont données des masses en extraits sec méthanoliques inférieurs 
-  à 5g/100g de plante en poudre (fig. 24). Du point de vue rentabilité en poids, Aubépine, 

suivi par le Ciste ont donné les proportions les plus élevées; (4.553 % ± 0.05774) pour la 
première et (3.613 % ± 0.2973) pour la detixième. La lavande a donné un taux moyen de 

- 

	

	(2.398 % ± 0.3300), par contre te M.aceron e& la plante, qui possède le rendement le plus 
faible au alentour de 1%, le rendement moyen obtenu a été de (1.082 % ± 0.2973). 

D L. .stu./1as Oniiz el .4 loti 
DC. kzdaniti'rns 
D C. )xvacat7t/7a 

olzisatnun 

= 

Fig. 24: Rendement en extrait sec. 
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Car la macération est une méthode discontinue, le dissolvant devrait être remplacé 
jusqu'à ce que la matière végétale soit épuisée (Yrjonen, 2004), il est difficile de comparer 
les résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement n'est que relatif et dépend de la 
méthode et les conditions dans lesquelles l'extraction a été effectuée. La méthode 
d'extraction affecte également tout le contenu total en phénols et flavonoïdes et les 
capacités antioxydantes (Lee et ai., 2003). 

5- Composition chimique des huiles essentielles: analyse par CPG et RMN 13C 

Les analyses de la composition chimiques des huiles essentielles de la lavande et le 
Maceron ont été effectué au laboratoire de chimie et biomasse, université de Corse France. 
Deux colonnes ont été utilisé polaire et apolaire pour la chromatographie en phase 
gazeuse, le carbone 13C pour la spectroscopie à résonance magnétique nucléaire. 
Onze composés ont été identifiés dans les huiles essentielles de la feuille de Lavandiila 
stoechas de la région de Ouni e! Alois, de même pour les huiles récoltées de l'ensemble 
feuilles et grains de la même plante ainsi que Srnyrnium olusatruni de la même région et 10 
composés identifiés dans l'huile essentielle des feuilles et grains de la Lavande de Aiiz 
fe:za (tableau 14 et 15). 

Tableau 14: Composition chimique de l'huile essentielle de Lai'andula stoechas 
de dciii régions différentes 

Les composés 

de l'huile essentielle 
Ira O.ww d .41oi 

 (Feuille) 

Oum d alou 

(Feuilles + grains) 
Aïnfezza 

(Feuilles +grains) 
u-pinène 931 0.5 0.4 0.6 

carnphène 942 2.0 
1. 

delta-3-carène 1005 9 0.5  

NI 1008 s 0.5 f 	0.6 
p-cmcne 1011 4c. 8 0.9 1.0 

cinéole 1021 18.9 22.8 24.2 

Fenchone 1069 2.6 _ 31.1 24.6 
Fenchol 1098 7 0.7 0.7 
Camphre 1122 18.1 	j 

22.5 17.7 
Ni 1128 0.4 

_ 
0.4 0.9 

NI 1138 0.8 0.3 0.3 
Bornéol 1148 0.6 0.7 0.5 
NI 1154 2.1 1.7 2.2 
NI 1158 1.4 0.9 1.3 
Ni 1180 1.1 0.7 

AcétatedcBomvl 1269 3.2  3.0 
N! 1274 - - 1.4 
NI 1304 0.8 0.5 2.0 
Ni 1357 0.8 - - 

1582 1.9 1.2 1.9 
Viridiflorol 1593 1.1 0.7 1.2 
NI 1826 1.8 0.4 1.0 
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Tableau 15: Composition chimique de l'huile essentielle de Smyrnium olusatrum 
de la région de Oum elAlou 

Les composés de l'huile 
essentielle Ira Ir p 0/ O 

a-pinène 930  1.5 

3-pinène 970 1113 6.3 

myrcène 980 1163 2.0 

3-carene 1005 1150 1.9 

limonène 1020 1203 0 . 6* 

13-phellandréne 1020 1212 0 . 5* 

trans-caryophylléne 1419 1596 6.3 

Furanodiène 
+ 

Furanoélémène  

1489 1871 46.0 

oxyde de carvophvlléne 1571 1988 1.3 

furanoeremophillone 1852 2643 12.2 

Total:  78.5 
Ira indice de rétention pour la colonne apolaire 
Irp indice de rétention pour la colonne polaire 

pourcentage par rapport à la colonne apolaire 

Fenchone 

Cinéole 

Fi2 2.a D rtnbunoit en foitc 'ion thL1)Ou1c eitae d hffeieitt 
01q0.vilrts eiçtai&f &;1r 1 hiiie eS,Çe1)?1k (k la fee 

(1? Lai'arnh,!g stoec/ws (le OumelAlou 
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1---- 

F. 25b: Ditrbution eitpoin.eutage des diffeiieius 
(oILvt1tnIs de 111LiîIe essentielk eçiraùe des feuilks 

e t grimes de LizwuMlztla soec/s 4e Owz elAlou 

Fenne 

246% 

CzJutpJtr 	 FI  

F. 26: D1iiutienpewextage des dI1xen1s cop.sas 
&e rluilk essentie& de Lvwt&dastochiz 

de Aïitferza (feuilks et ,izs) 

Fiirno d rne/Furajteelé,.teze 

Fur ano eremop hil ne 

F. 27: Disttilution en pourcentage des dffl'exnts 

conposants de Iltuile esseidielLe de Styntùuto1usatnun 
de Oum elAlom 4parùe aernne) 

Les figures : 25a et 25b, 26 et 27; donne une distribution des différents composés 
identifiés et non identifiés contenus dans les huiles essentielles, suivant les proportions 
nous pouvons distingué le(s) composé(s) majoritaire(s) de chaque plante. 
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Trois composés majoritaires sont présents dans les huiles essentielles de la lavande 
quelque soit la région et la (es) partie (s) des organes végétaux dont provient l'huile 
volatile : fenchone, cinéole et camphre (fig. 25a, 25b et 26). 

Les composés majoritaires de chaque huile essentielle sont: 
fenchone/cinéole/camphrc pour l'huile essentielle de L. stoechas de Oum e! Alozi, 
avec une prépondérance du premier composé (fenchone>cinéole=camphre). 

> L. stoechas de Aïnfezza a les môme composés majoritaires que L. stoechas de Oum 
e! Alou fenchone/cinéole/camphre, avec prédominance des deux premiers 
composés (fenchone= cinéole>.camphre). 

> L'huile essentielle issue de S. olzisairzinz possède en abondance du Furanodiène! 
Furanoélémène 

On constate que l'huile essentielle des Lavandes est très riche en monoterpènes et 
qui représentent aussi les composés majoritaires de l'huile. Comme composés minoritaires 
rencontrés dans l'huile de Lavande des deux régions, citons à titre d'exemple : acétate de 
Bornyl, viridiflorol, ct-pinène,. . .etc. 

L'espèce L. stoechas est une plante médicinale active, sa composition chimique est 
tout à fait différente des autres Lavandes. Dans la môme espèce, le contenu biochimique de 
l'huile essentielle trouvé dans les fleurs, la tige ou feuilles différent de manière 
significative selon où et dans quelles conditions la plante a fait sa croissance. La présence 
et la concentration de certains constituants chimiques fluctuent également selon la saison et 
la maturation de la plante (Chu et kemper, 2001). C'est ainsi que si môme L. stoechas de 
l'Espagne présente les mêmes composes majoritaires que L. stoechas de Oum e! Alou et 
Auzfea mais les proportions sont différentes. Garda Vallejo et aL (1989) ont identifie 
dans l ' huile essentielle de la plante entière les principes actifs : fenchone (42.1%) > 

camphre (23%)> 1,8 Cinéole (94%). 

Celle provenant de Corse est de chemotype fenchone/camphre avec une très grande 
variabilité dans les proportions de la fenchone, camphre et 1,8 cinéole. Effectivement 

anavse de la composition de hiiie essentielle de cinq échantillons de L.  

stoechas menée par Ristorcelli et al. (1998) à révélé que cette plante d'origine Corse est 
caractérisé par l'abondance de trois composés avec une très large variation: fenchone 
(14.9-75.5%), camphre (2.5-56.2%) et 1,8 cinéole (0-17.8%). 

L. stoechas ssp stoechas de la Turquie est dominé par la pulégone avec 40.37%, en 
plus le menthol et le menthone qui sont présent en proportion notable dont respectivement 
18.09% et 12.57% (Goren et ai., 2002). Alors que l'huile essentielle de celle de la Grèce 
est dominée par la fenchone (30.85%) et en un autre composé en proportion notable 
acétate de pinocarvyl (Kokkalou et al., 1988). 

Skoula et ai. (1996) ont analysé aussi des huiles essentielles de quatre populations 
de L. .vioechas L. .sp. stoechas de la Grèce, trois populations été de chemotype 
fenchone/camphre et une de chemotype 1,8 cinéole/fenchone. 
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A l'inverse de l'huile de Lavande, l'huile essentielle de S. olusatrum est dominée 
par les sesquiterpènes, essentiellement les furanosesquiterpènes ; Furanodiène et 
Furanoélémène qui représentent le principe actif de cette huile avec un pourcentage de 
46%, avec en plus un autre fttranosesquiterpène le furanoeremophillone dont la teneur est 
considérable de 12.2%. En revanche, les monoterpènes identifiés sont minoritaires dont 
certains sont sous forme de traces. 

L'huile essentielle de S. olusatrum est très riche en sesquiterpène et qui différent de 
celle de l'Angleterre. L'huile essentielle de l'herbe provenant de ce pays (Molleken et al., 
1998) renferme 44.74% sesquiterpène et 42.18% monoterpène en total, avec l'abondance 
de quatre composés en premier, il s'agit d'un monoterpène: 3-phellandrène (24.92%), 
Isofuranogermacrène (18.87), Furanodiène (19.38%) et le Furanoeremophil- I -one (9.52%). 
Dans l'huile essentielle de notre plante, ce monoterpène (0-phellandrène) n'existe que sous 
forme de trace. 

6- Teneur en polyphénols et flavonoïdes 

L'étude quantitative des extraits bruts méthanoliques au moyen des dosages 
spectrophotométriques, avaient pour objectif la détermination de la teneur totale des 
polvphénols et les flavonoïdes. Deux courbes d'étalonnage (fig. 28a et 28h): ont été 
tracêes pour cette objectif, une réalisée avec un extrait de catêchol à différentes 
concentration, l'autre avec un extrait de résorcinol. Des mesures de densité pour chaque 
extrait sont lues à 660 nm pour les polvphénols et à 367nm pour les flavonoïdes. 
Les quantités des polyphénols et flavonoïdes correspondantes ont été rapportées en 
équivalent gramme de Fétalon utilisé et déterminées par les deux &ju.axions de 
type y = a x 

r0.86982453 

a0.100201 48 

=iD9O4543 
0.6 

0.5 

t 03 

0.2 

0.1 

o 	 1 	 2 	 3 
Dose de rsoscinoI en rnqf ml 

Fl.28a: Cobe det1onnaze despolvphewls 
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r0.95035646 

a0.0014834703 

b=0.045954338 
0.13 

0.12 

0.11 

0.1 

0.08 

0,07 

0.06 

0.05 

0.04 
O 
	

10 	20 	30 	40 	50 
Dose du ca&el en pq/mi 

	

Fi2. 	: 

.çT(n'dlUS 

EJ C. Iadanif..'nis 
( ).rvac(J,1î/Ja 
S. oIu.ç4.nnun 

1 .2 

C) 
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(I) 

o 

o- 
> 
o 
CL 
'n 
G) 

0,2 

loi 

Fig. 29: Teneur en polyphénols totaux 

(g/100g de poids séche de la plante). 
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[3L. stoechas 
E1 C. Iac/an/fc'rus 
El C. oxvacant/a 
ES S. ol,i.sarru,n 

E 7  
G, 

G, 
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o 
> 
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G, 

0 2 

1 

Fig. 30: Teneur en flavonoides en mg/100g, 
de plante séche en poudre. 

Les teneurs en polyphénols enregistrés (Fig. 29) sont comprises entre 0,1 et 1%. On 
a enreuistré en équivalent résorcinol: 069g 1 04g, 046g: 0091Z par 100g de matériel 
- égé:al en poudre, respectivement avec les extraits: de la Lavande : Ciste Aubépine et le 
\Iaceron. 

Concernant la teneur en flavonoïdes (Fig. 30), ies réiitats exprimés en équivalent 
catechol en mg/100g sont: environ 88mg: Lavande; 42mg: Ciste; 74mg: Aubépine; 
2ûmg: Maceron. Le Ciste représente la teneur la plus élevé en polyphénols, alors qu'en 
:-en flavonoidiaue la Lavande ainsi qu'Aubépine cm les teneurs les plus importantes 
Les teneurs les plus basses ont été obtenues avec le Maceron. 

7- Résultat de la chromatographie sur couche mince des extraits brut 
méthanoliques 

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince 
commence non seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix 
de la phase stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre 
de développement et de l'espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (Yrjinen, 
2004). 

Trois systèmes de solvant ont été utilisés, les chromatogrammes résultants 
comportent une série de spots (fig. 31), l'identification des composés était basée sur la 
comparaison des Rf et couleurs observés sous lampe UV des taches apparues sur CCM 
avec ceux des étalons notés dans les mêmes conditions expérimentales. Suite au nombre 
réduit des étalons disponibles, pour certains, on s'est arrêté à l'identification de la classe 
phénolique. 
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Les classes des flavonoïdes varient dans le type et les quantités dues aux variations 
de la croissance des plantes, des conditions environnementales et de la maturité. Le 

tableau 16, 17 et 18 comporte les Rf des différents spots apparus avec les différents 
systèmes solvants utilisés, ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV. Un ensemble 
de spots a été obtenu par les différents systèmes solvants pour les quatre extraits bruts (fig. 
31), avec plus de composés pour Lavandula et Cralaegus. 

Les Composés mis en e'vidence 

1. Lavandulu stoechas 
Vingt deux composés ont été séparés par les essais réalisés par le mélange solvants 

n-butanol, acide acétique et eau distillée,cinq composés par l'éluant acétone/eau distillée et 
douze composés avec le mélange de trois solvants chloroforme, méthanol et eau distillée. 
Différentes classes et composés polyphénoliques ont été séparé mais une grande partie 
appartiennent surtout aux classes des flavonols, les anthocyanidine 3-glycosides et les 
phénols simples. 

Le premier système solvants sépare essentiellement les flavonols alors que les 
acides phénols sont bien séparés par les solvants : chloroforme/méthanol/eau tandis que 
l'acétone/eau a séparé essentiellement les composés appartenant à la classe des 
anthocvanidine 3- glvcosides. 

2. Crataeffus ox'acantha 
Vingt et un spots ont été sézrégués des dépôts de l'extrait brut par le BAW 

appartenant aux différentes classes polyphénoliques, avec probablement une abondance 
des anthocvanidine 3-glycosides. De même pour les autres solvants, ont essentiellement 
séparé cette précédente classe polyphénolique. notant que peu de composés ont été 
entraînés par l'acétone/eau alors que c'est apparemment un bon élu.ant pour la ségrégation 
des anthocvanidines. Les spots des acides phénols et flavones sont surtout apparues avec 
rappiicaion du chloroforme,; méthanol; eau comme phase mobile. 

3. Cistus ladaniferus 
D:x ac±Ie:s rév&ees avec !e B.AW. trois avec (acétone eau et onze taches avec 

(chloroforme . méthanol / eau). Les composés font partie des flavones, flavonols, des 
acides phénols et des anthocyanidines 3-glycosides. 

4. Smrrnium olusatruin 
Treize spots réparés par le B.AW et douze par le système acétone / eau. Les 

composés quon peut rencontrer chez S. olusatrum sont dans la quasi totalité des acides 
phénols séparés essentiellement par le premier solvant et des anthocyanidine 3,5-
diglycosides séparés seulement par le deuxième solvant et les flavones, ainsi on rencontre 
des flavonols et des anthocyanidine 3-glycosides. 

En comparant des Rf ainsi que la coloration observé sous UV des spots avec ceux 
des étalons appliqués dans les même conditions expérimentales, on a pu mettre en evidence 
la rutine dans l'extrait brut de L. .çIoecIic,s et L olusairiim, l'hydroquinone dans l'extrait de C oxvacan!/,a le catéchol dans l'extrait de C /adanferzis et l'acide ferulique dans l'extrait brut de L. sloechas 
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Jaune 0,32 Flavonols 

Bleu pale 037 Acide phénol 

Jaune 0 1 43 Flavonols 

Mauve 0,49 Anthocyanidine 3-glycosides 

Bleu 0,50 Acide phénol 

Gris 0,50  

Jaune 0,51 Flavonols 

Jaune 0,53 1 Flavonols 

(f') Jaune grisâtre 0,56 

Co Bleu 0,58 jj Acide phénol 

Jaune pale 0,63 j Flavonols 

Violet 0,60 Flavones 

o Jaune 0,64 t Flavonols 

C) Bleu blanc fluorescent 065 
jFlavonols, flavones, 

isoflavones, flavanones 
Jaune 	 0.66 	Flavonols 

(Violet 	 î 	0,67 	Flavones 
bleu vif 	 0,71 	Acide phénol 
Jaune pale 	 0 73 	Cravonols 

Flavonols. flavones. Bleu blanc fluorescent 	
soavones. fiavanones 
Flavonols, flavones.cnalcones. Pourpre sombre 	0.79 	
isoflavones, flavanones 
Flavonols flavones. Bieu blanc 	uorescert 	: e: 
isofiavones. flavanones 

Rouge 	 . 	0.66 	Anthocyanidine 3-glycosides 
Mauve 	 0,36 	i Anthocyanidine 3-glycosides 

avQ5 flavones cfl icones Pourpre sornore 	 ici
flavanones 

Jaune 	 0,42 	Flavonols 
Flavonols, flavones, isoflavone, Pourpre sombre 	0.43 	
flavanones, chalcones 

Jaune 	 j 0.48 	Flavonols 
Jaune 	 4 0.51 	Flavonols 

(.) 

Orange pale 0.53 Anthocyanidine 3-glycosides 

Bleu blanc fluorescent 0,56 Flavonols, flavones, 
isoflavones, flavanones 

Rouge grisâtre 0,58  

Bleu blanc fluorescent 0,59 Flavonols, flavones,
isoflavones, flavanones 

Mauve 0,59 Anthocyanidine 3-glycosides 
(_) Gris 0,63 

Orange 0,66 Anthocyanidine 3-glycosides 
Mauve 0,67 Anthocyanidine 3-glycosides 
Rouge 0,72 	(Anthocyanidine 3-glycosides 
Gris sombre 0,74  

Bleu sombre 0.79 

Rutine 

ne 
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Tableau 16: Les classes des composés phénoliques mise en évidence 

dans les extraits flavoniques. 
Système solvants : BAW (4 :1:5) 

Adsorbant: gel de silice 

Extrait Couleur sous UV 	Rf type phénolique / Classe 	I Composé mis 

365nm 	(cm) flavonoïde (Markham, 1982) 	j en évidence J 
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Mauve 0,82 Anthocyanidine 3-glycosides 

Rose 0,85 Anthocyanidine 3, 5-diglycosides 

Rouge 0,86 Anthocyanidine 3-glycosides 

Rouge 0,92 Anthocyanidine 3r.glycosides 

Co Jaune 0,21 Flavonols 

Jaune 0,25 Flavonols 

eZ 
Violet 0,45 Flavones 

Bleu vif 0,47 Acide phénol 

IZ Violet 050 Flavones 

Violet 0,56 Flavones 

Vû 
Bleu 0,64 Acide phénol 

- Bleu sombre 0,81  

Gris 0,82  

Rose 0,84 Anthocyanidine 3,5-diglycosides 

Jaune 0,33 Flavonols 

Bleu 0,34 Acide phénol 

Bleu vif 0,47 Acide phénol 

E Bleu 0,49 Acide phénol 

Bleu vif 0,50 Acide phénol 

Jaune 0,52 Flavonols 
Ct3 	Violet 	 054 	Flavones 

Jaune grisâtre 	 0.56  
lavonols, flavones. isoflavones, 

O 	Pourpre sombre 	0.o4 	
fiavanones, chalcones 
Fiavonofs, fiavones, isofiavones, 

C,) 	Pourpre Sombre 	0,69 	
ctalcones 

Mauve 	 0,75 	Antfocyanidine 3-glycosides 
Mauve 	 0.80 	Anrnocvandne 3-glycosides 
Bieu 	 0.84 	Ac:cehénoi 

Catéchol 

Rutine 
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Tableau 17: Résultat de la chromatographie sur couche mince 
des extraits bruts flavoniques 

Système solvants :Acétone/  Eau (1:1) 
Adsorbant: gel de silice 

Extrait Couleur sous UV Rf Type phénolique I Classe de Composé mis 
365nm (cm) flavonoïde (Markham, 1982) en évidence 

Co Rouge 0,40 Anthocyanidine 3-glycosides  

Rouge vif 0,44 Aathocyanidirte 3-gtycosides  

Rouge vif 0,54 Anthocyanidine 3-glycosides  

Bleu 0,86 Acide phénol Acide feruligue 

Jaune pale 0,91 flavonols  

Co Rouge 0,40 Anthocyanidine 3-glycosides  

Rouge vif 0,43 Anthocyanidine 3-glycosides  
Co 
O Rouge 0,49 Anthocyanidine 3-glycosides  
Co 

Rouge vii 0,53 Anthocyanidine 3-glycosides  

O Jaune 0.86 Flavonols 

O Mauve 0,91 Anthocyanidine 3-glycosides  

Co 	 j 
Rouge 	 0,41 	Anthocyanidine 3-glycosides 

Cu 	Bleu 	 0,82 	Acide phénol 

CT 

Mauve 	 0,90 	Anthocyanidine 3-glycosides  

Bleu 	 0.36 	Acide phénol 

Rose 	 j 0.40 	Antnocyanidine 3,5-diglycosides 

Rouge vif 	 I 	0,43 	Anthocyanidine 3-glycosides 
Violet 	 0.46 	Flavones 

Vcet 	 .49 	Favnes 

• Rose 	 0,53 	Anthocyanidine 3,5-dig(ycosides 	j co 
zi 	 • Violet 0,59 Flavones 

Bleu jaunâtre 0,77  
Jaune 0,84 Flavonols 
Gris 0.90  

j Rose pale 0,94 Anthocyanidine 3,5-diglycosides 
Bleu 0,98 Acide phénol 
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Tableau 18: Les composés phénoliques mis en évidence dans l'extrait brut 
de Lavandula, Cistus et Crataegus 

Système solvants : ChloroformefMéthanollEau 
(90 :10:5) 

Extrait 
Couleur sous UV 

366nm 
Rf 

(cm) 
-- Type phénolique I Classe de 

flavonoïdes (Markham, 1982) 

Vert 0,04 Flavonols, flavanones, aurones 

Ci) 

Bleu 0,05 Acide phénol 

Gris sombre 0,07  

Bleu vif 0,08 Acide phénol 

Mauve 0,11 Anthocyanidine 3-glycosides 

Bleu 0,14 Acide phénol 

O Gris 0,21  

Co Bleu 0,24 Acide phénol 

Violet 0.39 Flavones 

Jaune 
[ 	

0,43 Flavonols 

Mauve 4 0,77 Anthocyanidine 3-glycosides 

Rouge 0.91 	Anthocyanidine 3-glycosides 

k Bleu 

Bleu 

0.06 	Acide phénol 

0.08 	Acide phénol 

j5 	Jaune 	 0.10 	Favonots 

Mauve 	 0.13 	Anthocyanidine 3-glycosides 

Violet 	 0.15 	Flavones 
('D 	Jaune 	 0.27 	Flavonols 

Gris sombre 	 0.31 

Rouge 	 0.49 	Anthocyanidine 3-glycosides 

(j 	
Bleu 	 0.65 	Acide phénol 

k Violet 0,93 	Flavones 

Bleu 	 0,02 	Acide phénol 

Bleu 	 0,05 	cde phénol 

Jaune 	 0,09 	jFlavonols 

Violet 	. 	 0,11 	1 Flavones 	 k 
Jaune 	 j 0,14 	1 Flavonols 

Cu Mauve 0,17 Anthocyanidine 3-glycosides 
Violet 0,22 1 Flavones 

Mauve 	 1 0,27 Anthocyanidine 3-glycosides 
Rouge 0,32 Anthocyanidine 3-glycosides 

O Violet 0,38 Flavones 

(J Rouge 0,45 Anlhocyanidine 3-glycosides 	J 
Rouge 0,48 Anthocyanidine 3-glycosides 
Violet 0,55 Flavones 

Rouge 0,93 Anthocvanidine 3-glycosides 
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Fig. 31: Photos des c llroniatogrammes résultant de l'analyse des extraits bruts par 
chromatographie sur gel de silice (révélation à l'UV). 

a: chromatogramme photographié sous lampe UV à 366 nm ,montrant des taches de 

couleurs différentes, qui se sont séparées après développement de la plaque par le biais du 

système solvants: CH3CI /MeOH/H2O (90:10:5) 

b et e: deux hromat O grammeS résultant de la migration des dépôts des différents extraits 

bruts par le même système solvants: BAW (4:1:5), ?. = 365 nm 
d : le chromatO&amme de la photo d est le résultat de la c hromatographie sur couche 

mince dont l'éluant est formé par un mélange de volumes égaux d'acétone et l'eau, X = 

365 nm 
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II- Résultats du test du pouvoir antimicrobien 

1- Résultat du test préliminaire 

Si les extraits doivent être soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant 
peut également être critique car même en traces, le solvant ne devrait pas empêcher le 
procédé biologique. L'attention devrait également être prêtée aux interactions possibles 
entre le solvant et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains 
composés pour produire des complexes ou pour causer la décomposition, la 
déshydratation, ou l'isomérisation de ces composés (Yrjonen, 2004). 

Le test préliminaire avec les solvants suivant: Tween 80, le méthanol, l'éthanol et 
le DMSO à été réalisé dans le but de choisir le solvant approprié qui ne présentent aucun 
effet sur la croissance normale des souches microbiennes. La moisissure Rhizopiis 
sto1o,zfer a fait l'objet de cet essai, les résultats sont regroupés dans le tableau 19. 

Tableau 19: Influence des solvants sur la croissance de Rhizopus stolonjfer 
(diamètre de la colonie en centimètre). 

Solvant 	I PDA sans 	Tween 80 	Vthno1 950 	Méthanol 	DMSO 
(0.05%) 	950  

Concentration 	0 	0.1 	1 	01 	1 	0.1 	1 :0.1!  1 
(rnL 'Om1PDA)  

Diamètre 	8 	8 	8 	j1.15O.O7O7i 	8 	OS!S 
• 	r'oru1ation 	-i-'- 	: 	+ 	 - 	- 

Durée d'incubation : 48heures 
Faible sporulation 

- Forte sporulation 
- 	absence de sporulation visible 

Nous avons constaté que les deux solvants: le méthanol et l'éthanol à la 
concentration de 50pl/ml de milieu de culture, exercent une certaine répression sur la 
croissance de la souche test, qui est de 86% exercée par l'éthanol, par contre l'inhibition 
est totale 100% avec le méthanol, en revanche avec le Tween 80 en solution de 0.05%, la 
souche se développe normalement mais il influe sur l'apparition des spores, il retarde la 
sporulation. L'étude menée par lnouye et al. (2001) a montré que le Tween 80 cause une 
élévation de la CMI. Avec le DMSO, la souche croit et envahit toute la surface du milieu 
de culture avec une sporulation abondante obtenue en fin d'incubation qui est de 48 heures 
(fig. 32). D'après ces résultats, nous avons préféré d'employer la méthode, qui consiste a 
additionner directement l'huile volatile dans le milieu de culture encore liquide, pour les 
flavonoïdes, qui nécessite un solvant de récupération et de dissolution, le DMSO a été 
sélectionné comme solvant de choix vue les résultats satisfaisants du test préliminaire avec 
ce dernier. 
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Fig. 32: Photos montrant l'effet de quatre solvant 
sur la culture de Rhizopus stolonjfer 
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2- Résultat de l'Antibiogramme et l'Antifongigramme 

L'antibiogramme consiste à rechercher la sensibilité des souches vis-à-vis des 
antibiotiques. Nous avons testé l'activité de cinq antibiotiques par la méthode des disques. 
Les mesures des zones d'inhibition (tableau 20) nous ont permis de classer les souches 
suivant l'antibiotique. La plupart des souches bactériennes ont montré une résistance vis-à-
vis des antibiotiques, La figure 33 montre les valeurs en mm des zones d'inhibitions les 
plus élevées atteintes avec chaque souche. 

Tableau 20: Résultat de l'Anjibiogramme (diamètre de la zone d'inhibition en mm) 

ATB NA SP SXT TE (30g) E (15 (JI) 

Souches (30ig) (104g) (1,25I2375) pg  

P. aeruginosa (p4) 0.33 ± 0 . 2887* 1 ± 0.000 13.33 ± 0.5774 0 ± 0.000 5 ± 0.000 

P. aeruginosa 
0.5±0.000 0.5±0.000 0±0.000 0±0.000 5±0.000 

Enterobacter 
10.67± 1.155 6.5± 0.8660 0 ± 0.000 5 ± 0.000 0.5 ± 0.000 

c)oaCxI (En)  
Kiebsiella pii'wnoncw 

0+-0.000  2 ± 0.000 12 ± 0.000 5 ± 0.000 1 	5 ± 0.000 

E. coI1ATCC25922 19±0.000 4.67±0.5774 15 ±0.000 6 ±0.000 12±0.000 

E coli iE f  15.67±0.2687 6 ± 3.464 14.67 ± 0.5774 . 0.5 ± 0.000 4±0.000  

S. aureus 
0.5±0.000 3.33±0.5774 14±0.000 	1 3.33±0.5774 	5.67±0.2887 

TCC25923 
S&.reusST,ATCC 	0 . 330 . 2887* 1 	5±1.000 	2 . 332 . 082* 4±1.000 	. 	0.330.2887 

Es ryQhi(SL) 	 0±0.000 	4 	5±0.000 	12.67±1.155 2±0.000 	. 	6.67±1.155 

7or7ocytogenes 	
1±0.000 	4±0.000 	0±0.000 0.5±0.000 	0.83±0.2887 

Pcteusrntn!hIi/.lPr 	03000 	19.33±0.5774 	00.000 	00.000 	. 	330.S74 

C;tobactersp  18±QC 	4.830.2887 	05±0.000 	0.5±0.000 	0.5± 0.000 
* non significatif 	* 	pas tout à fait significatif 

20 

18 
E 

a) 

14 

12 

o 
SI 	S2 	S3 	S4 	S5 	S6 	S? 	S8 	SO 	510 Sll 	S12 
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Un seul antifongique (Nystatine = Mycostatine) a été utilisé vis-à-vis des 
champignons (tableau 21a et 21b). 

Tableau 21a: Antifongigramme représentant le diamètre de la colonie 
mycélienne en cm. 

Antifongique utilisé: la Nystatine 

Dose ppni/20nil de PDA 
La souche 

50 ppin 400 ppm 

R/iizopiis stolojiifer 	 48 heures 6.67 ± 0.05774 2.28 ± 0.1607 
Mcor .S/) 	 4jours 1.77 ± 0.2517 1.35 ± 0.05000 
Tr/C/lodc'rma 5p 	 4 jours 8 ± 0.000 1.8 ± 0.6245 
Alternaria .sp 	 4 jours 0.97 ± 0.05774 0.6 ± 0.000 
A.spelgil/nsflavus(AFR )99.4294 	7jours 3.6±0.4359 2.73 ±0.5686 
Fiisariziin .sp 	 7jours O ± 0.000 0 ± 0.000 

Peizicilinini .s/) 	 7jours 0.73 ± 0.1528 0.67 ± 0.05774 

Tableau 21b : Antifongigramme: activité de la Mycostatine 
sur la croissance de la levure 

La souche 	 La dose 	Diameire de l'auréole d'inhibition 
en mm 

CandidaalbicansATCC444 30 	disque 	12.44±1.686 

La figure 34, nous renseigne sur l'activité de la nystatine vis-à-vis de sept 
moisissures, Mucor, Ait--riz=, Fusarium et Penicillium se sont montrés sensibies. 
A la dose de 50 ppm/ 20m! PDA.. la Mvcostatine a pu réduire le taux de la croissance de la 

colonie mycélienne de. 72.69 %; 78.03 % 71,01 % respectivement des moisissures: 
!?Icr)r .41ternaria et Penic:Liwn Par ailjeurs. le Fusariwn est le plus sensible où auculrie 

croissance n'est observée, l'antifongique a exercé une inhibition totale: IOO°/o sur cette 
moisissure. 

En revanche, Rhizopus stolonifer, Trichoderma et Aspergillusflavus ont manifesté 
une certaine résistance variable suivant ces dernières. Effectivement, la résistance est totale 
pour la souche Tricizoderina, qui s'est croître d'une façon normale en présence de 
l'antifongique comme en s'en absence. 

Concernant la levure C. aihicans, une zone moyenne d'inhibition de 12.44 mm a 
été obtenue sous l'action de la nystatine (fig. 35). 

Paze 80 



Rjsu(tat & &scussion 

Q) 
o 
C 
(o 
U) 
U) 

o 
C-) 

(o 
Q, 

C 

C-2 

.0 (o 
C 

0 

1) 
c,) 
(o 
C 
Q) 
C-) 

o 
Q- 

ic 

E 

4 

4 

Ml 	v2 	M3 	M4 	v5 	NE 	M7 

flctrvité)ntimicro6ienne 

MiR stolonifer 
M2Micorsp 
M3:T,*Jvdenizi.sp 
M4:Altemanasp 
M5:Ajzmjs  
M6:Fusnwn sp 
M7:Peniciiiwnsp 

fig. 34: Afam 
(tL dinhili±ii de la atiss 	mi gés= de la 

à1ackde iOi) 

Fig. 35: Photo montrant l'activité de ta Nystatine 
sur la levure Candida albicans 

(30 ppm/disque) 
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3- Résultat du test du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles et flavonoïdes 

AI Résultat de l'activité antimicrobienne (bactéries et levure) testée par la méthode 
des disques 

On note ici que la méthode utilisée est celle de Vincent, que le disque déposé à la 
- 	surface du milieu gélosé est chargé de 3111  d'extrait naturel que ce soit pour les huiles 

aromatiques ou les flavonoïdes et que pour ces derniers, l'extrait brut sec se trouve en 
solution dans le DMSO. Les zones d'inhibitions des différentes souches avec les différents 

- 	extraits sont résumées dans le tableau 22. 

Tableau 22 : Activité des huiles essentielles et extraits flavoniques (diamètre de la 
zone d'inhibition des cultures microbiennes en mm) 

Extrait H. E H. E H. E 	EF EF EF EF 
souche Lavandula Cisius Smyrnium 	Lavandula C&us Crataegus Smyrnium 
P. a&'rnino.va (p4) O ± 0.000 0 ± O ± 0.000 	0± 0.000 0 ± C) ± 0.000 0 ±0.000 

0.000  0.000  
P. ch'rllgifloSa 0.52 ± O ± O ± 0.000 	2.58 ± 8.51± O ±0.000 0 ± 0.000 
ATCC27853 0.3207 0000  0.8036 0.5309  
E. 	(E 2.86± 3.22± T  0±0.000 	4.5± 8.33± 0±0.t)0() fJ±0.00H) 

1.619  
K. pIwunhime' 5. 	± 033 ± o ±0.000 	4 ± 1.250 1.60 ± 0±0.000 0±0.000 
(KL I ) 0.5728 1  0.2887   2.88'  
E. GOlf 	 8.19± 	4.67± 0±0X)0) 	L5± 0± 1 0±0.000 t 
ATCC25922 	 1.496 	0.7638  ..M14 0000  0.4330 	j 
E. cou tE 	 23± 	2.67± 0±0.000 	0.3± 0± 	0±0.000 0±0.000 

0.8790 	0.2887  0.5-.4 0.000 I 

S. aureus  2.92± 14.58 	4.625± 	0±0.000 
ATCc25923 	 1.670 	I 	1.323 j 	1.528 	0.6292 ± 	1.474 

S. aureus(ST 1 ) 	 6.83z 10.66± 2.33± 	0±0.00() 14.83 	3±2.464 	00.(X)0 
ATCC 601. 	 1.443 1.155 0.6292 ± 

2.363  
S. Zflyphi tSLi 3.7 	. 0 O m0.00 	6.5 ± 14 ± 	(J ±0.000 0 	kUJ0(J 

1.155 0.000  j 	0.50(M) 3.000  
L.monocytogenes 5.64± 19.5± 0±0.000 0±0000 12.08 0±0.000 T  0±0.000 
(L11) 0.7743 0.5000 ± 

3.591  
P. 	,nira/'ilis(Pr) 5.66+ 3'83 + 1.17 + 0.33± 5± 0±0.000 0±0.00 0 

1.258 1.528 0.5204 0.2887 2.000  
(iïrt,/'ack'r SJ ,  t) ± 0.000 0 ± t) ± 0.000 0 ± 0.000 0 ± O ± 0.000 0 ± 0.000 

0.000 _ O OMI) 
(,,,(li(lo (1Il)iC(1FI.S 4.83 ± 3.67 ± 2 ± 0.000 1 ± 0.000 22.25  4.83 ± 2 ± 0.000 
..1TCC444 0.7638 0.2887 ± 0.7638 

3.544 
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> Les huiles essentielles: 

Aucune zone d'inhibition n'a été observée autours des disques à la charge de 3 
pl/disque après fin d'incubation des cultures bactériennes de Citrobacter et P. aeruginosa 
(p4). Ces souches possèdent un potentiel de résistance très élevé contre l'action 
antimicrobienne de ces trois huiles. 

L'huile de Smyrnium olusatrum a montré l'activité la plus faible par rapport aux 
deux autres huiles, notant qu'elle est sans activité sur la plupart des souches de bactéries à 

- 	savoir en plus de P. aeruginosa (p4) et Citrobacter, P. aeruginosa A TCC, Enterobacter, 
Kiebsiella, E. coli A TCC, E. cou (E 1), S. thyphi et L. monocytogenes. 

Quelques zones d'inhibitions faibles ont été enregistrées toutes inférieurs à 4 mm 
avec: S. aureus A TC'C (3. 33mm); S. aureus (ST 1) (2.3 3mm) ; Proteus (1.1 7mm), ainsi la 
levure C. albicans (2mm). 

Les huiles essentielles de Lavandula et C'istus ont présenté une certaine activité 
modérée dont les diamètres des zones d'inhibition n'ont pas dépassé les 20mm. La bonne 
activité la plus élevée avec l'huile de Ciste a été remarquée contre la souche L. 
monocytogenes dont la valeur moyenne de l'auréole d'inhibition a été de 19,5mm. 
Ajoutant une zone de 10.66mm en moyenne avec cette même huile contre S. aureus (STI). 

Le pouvoir antimicrobien de la Lavande le plus élevé a été ohvé contre E. cou 
ATCC mais dont le diamètre n'est que moyen de quelques mi11iznres 1 d'environ 8 l9mm. 
L'effet antimi crobien petit être contribué au camphre (Chu et Kemper, ZOO!). 

Nos ritazs ne concordent pas avec ceux trouvé par Gren et al. (2002), qui 
parlent d'une ires bonne activité antimicrobienne de L. stoechas quand l'huile essentielle 
est testée par la technique des disques, ces derniers ont solubilisé l'huile dans de l'hexane 
et ont obtenu des zones «inhibition de 22mm, 23mm ,24mm, 25-mm conne respectivement 
S. aureus, E col,. K pneumoneae et P. aeruginosa. 

Nous avens remarqué aussi, que K/el'siella et S. tlnph. se  sont montrées 
insensibles contre l'action de l'huile essentielle du Ciste. Nos résultats concordent avec les 
travaux de Kaïd Slimane (2004) observant une faible activité antibactérienne de C. 

- 	ladanferus récolté des stations Zarifet et Hafir. 

'- Les flavonoîdes: 

Suivant le tableau 22: nous avons noté une résistance où aucune zone d'inhibition 
n'a été détectée avec: 

• Sniyrniuni olusai'r,in, contre toutes les souches bactériennes : P. aeruginosa (P4), P. 
aeriiginosa A TCC, Enlerobacter, Kiebsiella, E. cou (El), C'itobacier, S. ihyphi, S. 
aureus (STI), L aureus A TC(', L. monocylogenes , Proleus ainsi que E. coli A TCC 

- 	 dont la zone mesurée est extrêmement faible et donc non significative. 
• ('raiaegus oxvacaniha contre les souches: P. aerziginosa (P4), P. aeruginosa 

A TC'C, Enierobacier, Kiebsiella, Ciiobacier, E. cou (El), E. cou A TCC, L. 
monocytogenes et proteus. 

• Cistus ladanferus contre: P. aeruginosa (P4), E. cou (E!), 0fobacier et K cou 
A TCC. 
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• Lavandula stoechas contre: P. aeruginosa (P4), Citobacter, S. aureus (ST 1) et L. 
monocytogenes, ainsi Proteus dont les zones peuvent être considérés comme 
négligeables. 

Parmi les quatre extraits, deux extraits peuvent être considéré comme sans où 
presque sans activité antibactérienne. En revanche, deux autres ont révélé une activité 
antimicrobienne; l'extrait de la Lavande et le Ciste. 

L'extrait flavonoïdique de C. /adanferus est celui de tous les extraits bruts 
possédant le pouvoir antimicrobien le plus important, surtout contre P. aeruginosa A TCC, 
Enterobacter. Ces deux souches ont présenté presque identiquement la même sensibilité. 
Une activité aussi similaire contre les deux souches de S. aureus (STI) et S. thyphi dont les 
diamètres des zones d'inhibition sont les plus élevés, enregistrés non seulement pour 
l'extrait flavonique du Ciste mais aussi par rapport à l'ensemble des quatre extraits 
flavoniques. 

Le test aussi avec les extraits flavonoïques a révélé une sensibilité très significative 
de la levure C. albicans par rapport aux bactéries où nous avons noté une sensibilité 
importante de cette souche avec l'extrait flavonoïdique de C. ladanJerus dont la zone 
d'inhibition moyenne a été de 22.25mm (fig. 36). 

Nous remarquons aussi suivant ce même tableau, que quelque soit la nature et 
l'origine de l'eait naturel: flavonique ou huile essentielle et quelque soit la 
concentration de lextrait dans le disque. P. aer7ignosa(p4) et Cirrohaczr possèdent une 
forte résistance et leur croissance est identique aux témoins. 

Ce test n'est qu'un criblage des activités aniimicrobiennes des extraits, il nous 
permet de sékrtionner pour chaque souche l'extrait présentant le plus une activité 
antimicrobien parmi l'ensemble des extraits naturels (fig. 37). Cest aussi un test 
préliminaire pou un autre essai microbiologique complementaire, qui est vessai au 
spectrophotomètre pour la mesure du pouvoir antimicrobien de l'extrait et la détermination 
des 1050. 

Fig. 36: Effet de l'extrait flavonique du Ciste (30 ppm/disque) 
sur la levure Candida albicans 
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Si Paercgrnoa) 
ATCC27853 

32:E. cbacea 
(En) 

S3K. pneumorieae 
(KL1) 

S4:E.col 
ATC C 2 5 9 2 2 

35:E.coh (El) 
S6S aureu 

ATCC25 923 
S7S. aureu 

(STI).kTCC60 I 
S85 1»(SL) 
S9:L.mogQr'S 

(Li 1) 
S10.P. mzrabis 

(Pi) 
SuC. aJca, 

- 	Suivant la figure 37. nous pouvons classé les souches microbiennes (bactéries et levure) 
d'après l'extrait naturel présentant le diamètre de la zone d'inhibition de croissance le plus 
élevé de tous les autres exrmits testés contre chaque souche: 

,- Huile essentielle de Lin andula sioechas : Kiebsiella, E coli A TCC. E. cou (E 1) et 
Proteus. 

p Huile essentielle de Cisius k,iianiferus : Listeria monocvtogenes 
Extrait flavonoidioue de C. ladamferus: P. aeruginosa ATCC. Enterobacrer, L 
azireus (ST 1), S. aureu. A 	L rhiphz et la ievure C albicans. 

Bi Résultat de l'étude spectrophotométrigue du pouvoir antimicrobien 

Les méthodes de disques sont intensivement employées pour étudier l'activité 
antibactérienne des substances naturelles et les extraits des plantes. Ces analyses sont 
basées sur l'utilisation des disques comme réservoirs contenant la solution des substances à 
examiner. Dans le cas des solutions avec une basse activité, une grande concentration ou 
volume est nécessaire, cependant la capacité des disques est limitée (Giilçin et al., 2004), 
c'est pourquoi le test des disques a été limité seulement au criblage des activités 
antimicrobiennes, qui ensuite complété par un autre test microbiologique pour une mesure 
de la sensibilité des bactéries à l'augmentation de la dose de l'extrait naturel et pour la 
détermination des 1050. 

Les mesures de densité microbienne sont lues à 625 nm contre des blancs sans 
inoculum, ces mesures transformées en pourcentage d'inhibition de la population 
microbienne. A partir de ces valeurs, des courbes de réduction de croissance en fonction de 
la dose de l'extrait naturel ont été dressées (fig. 38 (a,b,c,d,e,f,g,h,i,j,k)). 

La croissance de différentes souches de bactéries et la levure a été largement 
influencée et une réduction très significative proportionnelle à la dose de l'extrait naturel a 
été observée. Ces activités antimicrobiennes ne sont pas dues à la présence d'une substance 
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particulière seulement mais, sont la résultante de l'action complexe de diverses structures 
aromatiques ou des composés flavonoïdes. 

De ces régressions, on a déterminé les concentrations qui inhibent la prolifération 
microbienne de 50%. Ces valeurs 1050 sont enregistrées dans le tableau 23. On constate 
que pour la plupart des souches (bactéries et levure), quelque soit l'extrait naturel agissant 
sur ces souches, les valeurs 1050 de la quasi totalité ont été obtenues entre 1 et 2tLfml du 
milieu de culture exception faite des staphylocoques, ont manifesté une résistance où les 
1050 sont entre 6 et 7pliml. 
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Tableau 23: Les concentrations inhibant 50% la population microbienne. 
(1050 en il/ml) 

La souche 1050 

Salmonella thyphi 'SL) 2.65797 ±0.03217 
Extrait Flavoniqiie: Cistus  
J 	cIoacea(Er) 2.16563±0.2118 
Extrait Flavoni que: Cistus  
Staphylococcus aureus A TCC 6.01222 ± 0.8040 
Extrait Flavonique: Cistus  
S. azireus ('STj) 7.22124 ± 0.4103 
Extrait Flavonique: Cistus  
Pseudomonas aerziginosa A TCC 1.10178 ± 0.05136 
Extrait Flavonique: ('istus  
Listeia monocylogenes (Li,) 1.36117 ± 0.003776 
Huile essentielle ('istus - 
Kpneurnoneae (KL 1) 1.12219 ±0.06201 
Huile essentielle: Lavandula  
P. mirabilis (Pr) 1.01881 ± 0.008161 
Huile essentielle: .Lavandula  
E. coIiATCC 1.04562±0.007501 
Huile essentielle: Lavandula  
E. cou (El) 1.05240±0.01865 
Huile essentielle: Lavandufa  
Candida albicans 1.46354 ±0.05794 
Extrait Flavonique: Cistus  
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CI Résultat de l'activité antifon2iflue (moisissures) testée par la méthode de contact 
direct 

Rappelons que la méthode employée est celle de contact direct, qui consiste â 
additionner aseptiquement l'extrait naturel dans le milieu de culture en état de fusion. 

li les huiles essentielles: Les résultats de l'essai de l'activité antifongique des huiles de 
Lavandiila stoechas de la région de Oum cl A loti et Cisius ladanferus de Sidi M 'hamed 
figurent dans le tableau: 24a et 24b. 

Tableau 24a: Effet de l'huile essentielle de L. stoechas sur le diamètre (cm) 
des colonies mycéliennes 

[J gLl2O ml 1/ Huile Lavaiilula stoecluis  
MC 

Les souche.  

- 10 20 40 100 110 120 

R)ii:ojnis 8 ±0.000 
sioloniler  

6.87±0.05774 3.42±0.02887 0 f) 

tiucorsp 4.17±0.2517 3.73±0.05774 3.83±0.2887 1.47±0.05774 0 

Tric/ioc/er,no,p 7.77±0.2517 5.67±0.1528 2.87±0.1528 1.1 ±0.000 0 - 

.4/ternaria sp 3±1.000 3.22±0.07638 2.18±0.1041 1 ±0.000 0 - 
Aspeti//ns 3.73±0.05774 3.27±0.2082 2.62±0.07638 1.55±0.5000 0.9±0.1000 0 

Fiisarijin, .sp 3.2±0.1000 2.05±0.0500() 1.52±0.02887 0 0 
Penici//iwnsp 	1 2.63±0.1041 2.07±0.05774 1 13±02000 	1 1.17±0.05774 0.6±0.000 0 - 

Tableau 24b: Effet de l'huile essentielle de G ladanferus sur le diamètre (cm) 
des colonies mycéliennes 

ml MC ____ 	2/ Huile Cistus ladan:jèrus  
Les souche-. 4 10 	- 20 40 100 Ti 120 î3 
Rhi:opus 5.38 ± 5.02 ± 3. 	± 1.87±0.02887 0.73 ± O - 
slo/oniter 0.02887 0.02887 0.05774 0.0574 

.\Iucor sp 2.87 ± 1.48 ± 1 	5±0.05 0 0 
0.05774 0.0733 

Tric/u,clerma .sp 2.93 ± 2.87 ± 1(5±0.05 1.35±0.05 I .05 ± 0.05 0.7± 0.05 0 
0.1155 0.05774  

.-1//ernaria ,p 2.5 ± 2.1 ± 1.55±0.05 1. 1±0.100() O 
0.05000 0.1000  

.1seriIIus 2.5±0.05 2.1 ± 1.55±0.05 1.1±0.1000 1.32 ± - 1.2±0.000 I) 
0.1000 0.0287 

Juswiiiin ç» 2.82 ± 1.83 ± I 65±0.05 1.43±0.1041 0 
0.6212 	1 0.02887 _________  

J. 15 ± 1.32 ± 1 1±0.000 1.07±0.05774 0.6  
U.050u0 	1 0.02887 
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Les deux huiles essentielles se sont avérées plus active sur les moisissures. Selon 
Chu et kemper (2001), le pouvoir antifongique de l'huile essentielle de L. stoechas est lié 
à l'a-pinène; J3-pinène, p-cimène, 1,8 Cinéole, ce dernier composé présent en proportion 
importante dans nos huiles volatiles (18.9%). 

L'activité antifongique de l'huile essentielle du Ciste a été remarquée et prouvée 
par un certains nombre de recherches dont les travaux de Mrabet et al. (1999) sur les 
divers extraits de Ciste de Maroc, ces auteurs ont conclu que l'huile essentielle était la 
composante qui manifeste le pouvoir antifongique le plus efficace. 

Toutes les souches sont inhibées à une concentration comprise entre 2 et 7.5p.lIml 
de milieu de culture, ainsi nous avons constaté, que les deux huiles ont presque une activité 
similaire sur les souches tests, ceci est bien clair en comparant les concentrations 
inhibitrices. 

L'huile de L. stoechas a été très active par rapport à l'huile de C. ladanferus sur R. 
s1o/onfer dont la CMI a été de 2 i.tl/ml avec la première huile et 61.tlIml avec la deuxième. 
Pour Mucor, c'est l'huile essentielle de C. ladanferus (CMI= 2p.1/ml) qui est la plus active 
par rapport à l'huile de L. stoechas (CMI= 5.tl/ml). Trichoderma a été inhibée à la dose de 
5j.tllml, en présence de l'huile de L.stoechas, par contre Fusarium a été inhibée 
totalement à la même dose mais en présence de l'huile de C. ladanferus. 

Les mêmes CMIs ont été obtenues avec les deux huiles pour les souches: 
Aliernaria et Penicillium dont les valeurs sont 5tl/ml et 5.5piIml respectivement pour la 
première souche et deuxième souche. La souche Aspergillus a présenté des CM1s élevées 
par rapport aux autres souches, mais reste faibles puisque cette moisissure n'a pas pu se 
développer et germer dans un milieu renfermant une quantité basse d'huile essentielle, à 
6jiL/ml PDA inhibée par l'huile de L. stoechas, et à 7.5pJ/ml par l'huile de C. ladanferus. 

Nous pouvons ainsi constater que la quasi totalité des souches sont sensibles vis-à-
vis des huiles essentielles, pour la plupart, le diamètre des colonies diminue à chaque fois 
qu'on augmente la concentration de l'huile jusqu'à la non germination du disque atteinte 
au CMIs. Suivant les souches sans considérée les huiles, l'intervalle des CMIs est étroit, 
avec la CMI la plus basse de 2i.iL/ml  PDA et la CMI la plus élevée de 5.511Iml PDA. Aussi 
a noté, que l'huile essentielle agit non seulement sur la croissance du mycélium mais aussi 
sur la sporulation. La figure 39 élucide clairement cette activité des huiles essentielles à 
différentes doses sur les différentes souches de moisissures. 
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Fig,  39 Exemples de l'effet des huiles 
essentielles sur la croissance des moisissures 

Page 92 



'Rjsuûat & discussion 
	 )lctivité}ntimicrobiennc 

211es fla;'onoïdes: avec les flavonoïdes, à de faibles volumes, aucune différence noté dans 
la mesure des diamètres de croissance des colonies avec ceux des témoins. Pour cela, nous 
avons augmenté davantage les doses dans le milieu de culture. Les doses expérimentées 
sont e 300tl, 500pl et 700!ilI20ml PDA dont figurent ainsi que les résultats dans le tableau 
ci-dessous (tableau 25). 

Tableau 25 : Activité des extraits flavonoïdiques sur la croissance des moisissures 
(diamètre de la colonie en cm) 

Les souches Témoini Témoin2 Dose EF. EF. EF. Cistus EF. Srnyrmurn 
pl/20m1 Lavandula Crataegus 

PDA PDA-f-DMSO MC  
Rhizopus 8±0.000 8±0.000 300 6.2 ± 8 ±0.000 5.2±0.100 3.23 ± 0.1528 
stolonifer  0.20000  

500 5.9± 7.67± 4±0.000 1.33±0.05774 
0.1000 0.1528  

700 5.37± 7.27± 3.3±0.1000 0.77±0.05774 
0.05774 0.2363  

Mucorsp 6.47± 8±0.000 300 7.67± 8±0.000 2.43±0.1528 8±0.000 
0.05774  0.3055  

500 6.73± 8± 1.77±0.2082 8±0.000 
0.5686 0.000  

700 5.53± 8± 1.67±0.05774 6.8±0.2000 
0.2517 0.000  

Tri choder,na 8±0.000 8±0.000 300 3.6± 1 	8± 8±0.000 2.4±0.4000 
sp  0.3000 0.000  

500 2.8± 7.2± 7.33±0.5774 2.67±1.155 
0.1000 0.2000  

700 2.33± 5.17± 2.47±0.3512 1.49-+0.3151 
0.1155 0.1528  

A/Iernariasp 4.4± 2.55±1.168 300 2.5± 2.98± 1.5±0.05000 2.1±0.1000 
0.2646  0.000 0.8808  

500 2.27± 3.3± 1.4±0.05000 1.83±0.05774 
0.2303 0.2000  

700 1.98± 3.78± 1.37±0.05774 1.6±0.000 
0.1258 1.184 

Aspergillus 3.97± 4.87±0.2309 300 4.65± 6.37± 3.67±0.5346 6.67±0.07638 
fiavus 0.2082  0.1323 0.07638  

500 4.53± 6.43± 3.4±0.3606 6.53±0.05774 
0.1155 0.2517  

700 4.3± 6.3± 2.9±0.2646 	4.72±0.07638 
0.1732 0.1000  

Fusariurnsp 3.65± 2.03±0.1155 300 3.73± 1.8± 0.6±0.000 	5.8±1.473 
1.176  1.159 0.1000  

500 1.97± 1.7± 0.6±0.000 3.45±1.580 
0.05774 0.1000  

700 1.47± 1.37± 0.6±0.000 2.2±0.5568 
0.05774 0.05774  

1 000  0±0.000  
l'enicilliun, 2.53± 2.32±0.4368 300 2.83± 3.33± 1.8±0.05000 2.03±0.8520 

0.5508  0.5508 0.1528  
500 2.43± 3.53± 1.73±0.07638 1.77±0.1528 

__ _______  0.1528 0.1528  
700 2.13± 3.27± 1.68±0.1041 1.37±0.05774 

_ 0.05774 0.1155  
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Les moisissures ont beaucoup résisté aux doses d'extraits flavoniques administrés a 
leur milieu de culture, quelques exceptions sont observées avec certains extraits pour 
quelques souches, l'activité antifongique a été observée et davantage augmentée avec 
l'augmentation de la dose de l'extrait dans le milieu, c'est le cas du Rhizopus sIo/onfer 
dont sa croissance était faible sous l'effet exercé par l'extrait flavonique du ciste où le 
diamètre s'est abaissé de 8cm (témoin) au 3.3cm à la dose de 35.jl d'extrait/mi de milieu, 
équivalent à un taux d'inhibition de 58.75% et très faible en présence de l'extrait 
flavonoïdique du smy/wiw1 olusairum dont le diamètre a été de 0.77cm à la même dose, 
équivalent à un taux d'inhibition de 90.38%. 

Mucor a montré une sensibilité envers l'extrait de Cistus avec un diamètre de la 
colonie de 2.43cm à 15j.il/inl et de 1.77cm à 2511l/ml par rapport à un diamètre allant de 6.5 
à 8cm observé dans les témoins. 

Par ailleurs, la croissance de Trichodernza a été largement influencée par l'extrait 
du srnyrniunl olusairuin, à la concentration de 15.ilIml de l'extrait flavonoïdique, le 
diamètre s'est réduit de 70% et avec l'extrait flavonique de Lavandula stoechas, le 
pourcentage de réduction de la colonie été de 55%, 65%, 70.88% respectivement pour les 
doses de 15, 25 et 35pl/ml du milieu PDA. 

Une activité inhibitrice 100% a été remarquée avec l'extrait flavonique du ciste, 
exercée sur la souche Fusciriiim à la concentration de 501.tL/ml, à la dose de I 5!il/ml aucune 
croissance n'est établie, seulement on a constaté une germination du disque sans extension 
de celui-ci. 

La souche AspeigiIlus flavus est remarquablement la plus résistante de toutes les 
moisissures tests, non seulement, la colonie croit identiquement au témoin en présence de 
n'importe quel extrait flavonoïdique, ce qui prouve que ces extraits ne présentent aucune 
activité antifongique contre cette souche, en revanche, il semble que certains extraits 
favorisent la prolifération et l'envahissement du mycélium, c'est l'exemple de l'extrait du 
Snzyrniurn et d'Aubépine (Fig. 40). Cet effet stimulant de la croissance par des extraits 
bruts naturels a été aussi observé par Holetz et al. (2002). Des exemples de la croissance 
mycélienne sous l'effet des extraits flavonoïdiques sont éclaircis dans la Figure 41 
(annexes). 
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Les concentrations inhibant de 50% la croissance de 1(1 colonie iiiycIienne 

Le paramètre 1050 a été calculé pour chaque extrait naturel et chaque souche 
montrant une sensibilité, en vue de déterminer les concentrations qui réduisent la 
croissance des différentes colonies des moisissures de 50%. Ce paramètre est d'une plus 
grande précision que les CMIs. 

Le test antifongique a été répété trois fois, une 1050 pour chaque souche et chaque 
extrait est obtenu par la moyenne des 1050 évaluées graphiquement et séparément à partir 
des régressions des trois tests. Ces 1050 figurent dans le tableau 26. 

Tableau 26: Valeur des lC5O en p.1/ml 

Les souches EF. Lavandula EF.Crataegus EF. Cistus EF. Smyrniunz 1 
• Rhizopusstolonfer 57.94±2.873 197.93 ± 57.932 27.03 ± 0.4257 15.59 ±0.2862 
MucorSP 62.14±8.500 - 15.81±0.4960 148.25±23.625 
TrichoderrnaSP 19.88±0.6491 59.39±3.486 36.18 ±0.7404 16.79± 1.802 
AlternariaSP 89.01 ± 24.766 - 31.53 ± 0.4899 46.12 ± 1.393 
Aspergillusjkzvus 165 ± 44.658 - 42.56 ±5.592 - 
FusariurnSP 79.11±6.564 58.59±5.408 nd - 
Penicil/iumSP 1 	220.79 ± 15.775 - 59.68±8.214 44.12 ±7.205 

nd non déterminée 

Dans ce tableau, les souches qui n'ont pas une valeur de l'1050, portant le signe U11 

sont celles présentant une résistance où aucune réduction de la croissance de la colonie 
mycélienne n'a été observée, la croissance soit est restée identique au témoin tel est le cas 
de Mucor (0% taux d'inhibition), soit le cas inverse, une augmentation da croissance de la 
colonie mycélienne a été observée expérimentalement, le cas des autres moisissures. 

D R..s'tolonifer 	El Mucor .sp 	ES Trichoderma p 
A Iîern iria .sp 	E3 A. /lciviis 	Fusarium p 

U PeniciIIii,iu .sp 
2 

OTIé 

15 

C) 
L() 

o 10 

5 

L. stoechas 	C. oxyacantha 	C. ladaniferus 	S. olusatrum 

Fig.42: La concentration de l'extrait flavonique qui réduit la colonie 
mycelienne de 50% 
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La figure 39 présente les souches montrant une sensibilité pour chaque extrait, 
c'est ainsi que L. stoechas possède un effet sur toutes les moisissures tests avec une 1050 
inférieur à 100tI/ml pour la plupart exception d'A. flavus et Pénicillium, ont montré une 
importante résistance. La croissance de Trichoderma a été sensiblement affectée par 
l'augmentation de la dose de l'extrait dans le milieu de culture, c'est la plus sensible de 
toutes les autres souches pour cet extrait avec une 1050 la plus basse d'environ 20tlImI. 

En ce qui concerne C. oxyacanlha, l'extrait a montré une activité contre seulement 
deux souches: Trichoderma et Fusariun avec des 1050 au alentour de 60111lml et un 
pouvoir faible sur R. stolonier alors qu'aucun effet antifongique n'a été exercé sur Mucor, 
Aliernaria, A. flavus et Penicillium. 

Pour C. ladanferus, l'extrait a montré une bonne activité c'est aussi le plus actif 
dont les 1050 sans considéré Fusarizun sont compris entre environ 16tl/ml pour Mucor et 
60jil/mI pour la moisissure Pénicillium. Une haute activité antifongique de cet extrait a été 

- 	exercée sur le Fusarium où la CMI a été atteinte expérimentalement. 
Par ailleurs, S. olusairuni a montré une activité contre quatre moisissures à savoir un effet 
similaire essentiellement contre : R. stolonifer et 2}ichoderma, secondairement : Alternaria 

- 	et Penicillium. 

Dl Activité fongistatigue/fongicide 

Les huiles essentielles sont souvent fongistatiques plutôt que fongicides 
(Motiej unaite et Peiulytè, 2004). 

Aux concentrations expérimentales où aucune croissance, ni germination observée, 
on a testé l'activité fongistatique/fongicide. Ce test consiste à prélever le disque mycélien 

- non germé en fin d'incubation de la boite de pétri et à le réintroduire dans un milieu de 
culture neuf sans extrait naturel. Un suivi de l'évolution des cultures a été réalisé dans le 
temps. Ce test a été réalisé pour les huiles avec toutes les moisissures et seulement pour 

- l'extrait de C. ladaniferus qui a présenté expérimentalement une inhibition totale contre 
Fusarium. Ce test a révélé une activité fongistatique observée avec l'huile essentielle de L. 
stoechas, C. ladaniferus et l'extrait flavonoïdique de C ladaniferus (tableau 27). 
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Tableau 27: Résultat du test fongistatique / fongicide 

Durée (heures) 24 48 72 96 120 
Rhizopus stolonifer - 

HELavandu/a + + 

HE Cistus + + 

Mucor 
HE Lavandiila 4- + - 

I-JE Cisius - + + 

Trichodernia 
HE Lavandula - + + 

FIE Cisius - + + - 

Alternaria 
I-lE Lavandula - + + - 

FIE Cistus + + 

Aspergi/Ius fiavus 
FIE Lai'andula - + + - 

HIE Cistus - + + 

Fusarium 
FIE Lavandula - + + 

FIE Cistus - + + 

EF. Cistus - - - + + 

Penidilhium 
HIE Lavandula - + + 

1-lE Cistus - - + + 

HIE : huile essentielle 
EF : flavonoïdes 
+ : croissance 
- absence de croissance 
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III- Résultats du test du pouvoir antioxydant 

En raison de l'implication des radicaux libres dans diverses pathologies, les 
- 	 recherches de nouvelles molécules pouvant pallier le déficit du système de défense 

endogène se sont largement intensifiées. 

L'activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour 
nos extraits, nous avons employé la méthode au DPPH, ce radical libre présente une 
coloration violette sombre, lorsqu'il est piégé par des substances antioxydantes, la forme 

- réduite confère à la solution une coloration jaune pâle, le virage vers cette coloration et 
l'intensité de la décoloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la 
nature, la concentration et la puissance de la substance antiradicalaire. 

1) les flavonoïdes 

Tous les extraits bruts flavoniques ont présenté un très bon pouvoir antioxydant 
(tableau 28 (annexe)), ce qui est confirmé par les bibliographies que les flavonoïdes 
d'origine naturel sont des capteurs puissants de radicaux (Bartofkovâ et al., 2003; 
Heilerovâ et al.. 2003: Lahouel et Fillastre, 20I Panichayupakaranant et 
Kaewsuwan, 2004 Pauovska et ai., 2005). 

L'absorbance du DPPH mesuré à 518 nm, montre une chute rapide de cette 
dernière dans un intervalle très réduit de la dose de l'extrait brut. Ce qui est bien lisible 

- 	dans les figures ci-dessous (fig. 41a, 41b, 41c et d). 
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F. 43. Résultat du test aniioxw.laiu .uDPPH: 
Les figures représentent les absorbarices du DPPH résiduel en fonction de la concentration 
de(s)l'anti oxydant (s). a. b. e et d: montrent une diminution importante del'absorbance 

à des doses très faibles, de rnric pour e et f: qii représentent les courbes de réduction de 

l'Abs avec les antioxydants standards. . h et i dmoritrent l'abaissement proessive de 

l'absorbance jusqu'à iii seuil de conoentration 	où la réduction du DPPH devient 

coridérable et qui detient plus ou moins sable ou encore varie très peu en s'éloiant de ce 
91. 

L'activité antioxydante des extraits exprimée en EC50 (tableau 29), paramètre 
apparemment introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs. Il a été ensuite employé 
par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il défini la concentration 
efficace du substrat qui cause une perte de 50% de l'activité de DPPH (couleur) 
(Molyneux, 2004). Ces EC50 sont déterminées graphiquement des trois tests séparés dont 
l'abscisse représente la concentration de l'extrait brut et l'ordonné l'activité antioxydante 
en pourcentage. La valeur de chaque EC50 exprime la concentration de l'extrait 
flavonoïdique exigée pour réduire de 50% le DPPH en solution. 

Tableau 29: EC50 et puissance antioxydante (ARP) 
des extraits naturels et les standards 

L'extrait EC50 (p.g/ml) ARP 
EF. Lavandula stoecha.s 5.29 ± 0.2766 0.19 ± 0.01041 
EF. ('isius Iadanferus 11.42 ± 0.5819 - 0.09 ± 0.004583 
E F. (rakwgu.s oxyacai,iha 2.75 ±03087 0.37 ± 0.04126 
EF. Smi.'rininn olusairiim 9.68 ± 0.2187 0.10 ± 0.002082 
1-LE. Larandula.sioechas 1852.76 ± 55.749 0.00054 ± 1.650529E-05 
HE. (/.y/u.s ladanifenis 
1-lE. £wvr,,iunz olusairuni 

948.06 ± 141.270.0011 
3529.54 ± 57.094 

± 0.0001471 
0.00028 ± 4.541244E-06 

Acide ascorbique 1.04 	±0.1361 0.97 ±0.1361 
Trolox 2.06 ±0.1360 0.49 ± 0.03211 
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Comme figurant dans le tableau ci-dessus, les flavonoïdes sont des excellents 
antioxydants naturels, nos extraits méthanoliques des flavonoïdes possèdent des capacités 
puissantes de neutralisation du radical libre DPPH, puisqu'ils agissent à de faibles doses. 
Tous les EC50 sont très basses, comprises entre 2 et 12 ig/ml. Suivant ce paramètre, les 
capacités de balayage du radical sont classées dans l'ordre: 
EF. Craiaegiis oxyacanlha > EF. La'anduIa sioechas> EF. Srnyrnizin; oliisairiim > EF. 
Cisius ladanferus. 

Nos observations sur l'activité de piéger les radicaux libres par les flavonoïdes 
d'origine L. stoechas viennent renforcer ceux observées par Gulçin et al. (2004) alors que 
d'autres auteurs parlent du pouvoir antioxydant modéré (Chu et kemper, 2001). 
L'étude menée par Nagai et al. (2005) a montré que aussi les hydrolysats du pollen du 
Ciste comportent des composés phénoliques et qui sont dotés d'un bon pouvoir 
antioxydant. 

- 	 2) Les huiles essentielles 

Les huiles essentielles-elles aussi présentent une capacité de réduction du radical 
libre (Fig. 43g, 43h et 43i), les concentrations requises pour la neutralisation et la stabilité 
de 50% de la concentration du DPPH s'échelonnent entre 900 et 3 500ig/ml (tableau 29). 
La capacité antioxydante des trois huiles essentielles est dans l'ordre: 

- 	Cisius 1adanferus > Lavandula sioechas > Snzyrniun olusairum. 

L'activité antioxydante des huiles essentielles peut être liée au contenu phénolique. 
En effet l'étude comparative sur la faculté de réduction du radical DPPH par des 
chemotypes différents a prouvé que les chemotypes phénoliques montrent in vitro des 
capacités antioxydantes plus exprimées et plus fort que les chemotypes non phénoliques 
(Jukié et Milo, 2005). 

3) Cinétique de la réaction de réduction et puissance antioxydante 

La caractéristique principale d'un antioxydant est sa capacité de capter les radicaux 
libres. Pour se renseigner sur la vitesse de réduction du radical et la puissance d'un 
antioxydant, nous avons réalisé un suivi de la réaction de réduction par mesure de 
l'abaissement de l'absorbance dans le temps (fig. 44). On a remarqué expérimentalement, 
lorsqu'on additionne un volume défini de l'extrait naturel flavonoïdique a un volume 
déterminé de la solution DPPH quel que soit la plante d'origine, l'absorbance du mélange 
diminue très rapidement vers une valeur très basse par rapport à l'absorbance de la solution 
uniquement constitué de DPPH et devient stable dans un lapse de temps extrêmement court 
(Fig. 44a), ainsi.., la solution change de couleur instantanément du violet sombre au jaune 
pâle. Ce qui n'est pas le cas avec les huiles essentielles où la réaction de réduction 
nécessite un certain temps assez prolongé (Fig. 44b). 

En une minute de l'ajout de l'extrait naturel 0.88 nmoles, 0.44 nmoles, 0.38 
nmoles, 0.19 nmoles de DPPH ont été réduits par lOOjig de l'extrait flavonoïdique 
respectivement par L. stoechas, C oxyacanlha, C. 1adanferus et S. olusairum. En revanche 
le nombre de moles captés par les constituants de lOOjig de l'huile essentielle était faible: 
0. 15 nmoles pour L. stoechas, 0.13 nmoles pour C ladaniferiis et très faible avec S .  
(.)IlISCltfllfll (0.05 nmoles) 
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Par ailleurs, les extraits des standards ont enregistré les valeurs suivantes: 1.03 nmoles 
réduits par l'acide ascorbique et 0.55 nmoles par le Trolox. 

Après 5 minutes, le nombre de moles de DPPH piégé dans l'ordre du pouvoir 
antioxydant était comme suite: 1.06 nmoles (acide ascorbique), 0.99 nmoles (Trolox, 
extrait flavonoïdique L. stoechas), 0.97 nmoles (extrait flavonoïdique C. oxyacantha), 0.47 

- nmoles (extrait flavonoïdique C. ladanferus), 0.29 nmoles (extrait flavonoïdique S. 
olusalrum);  0.24 nmoles (huile essentielle L. stoechas), 0.18 nomles (huile essentielle C 
ladanferus) et seulement 0.08 nmoles (huile essentielle S. olusatrum). 

En fonction des résultats obtenus, nous pouvons dire que les extraits flavonoïdiques 
possèdent le potentiel antioxydant le plus fort. Pour les huiles essentielles, l'activité 
antioxydante sera davantage augmentée avec le temps, c'est ainsi que le nombre de moles 
capté et neutralisé augmente de façon significative lorsqu'on prolonge le temps 
d'incubation.. 

Le puissant pouvoir antiradicalaire des flavonoïdes par rapport aux huiles 
essentielles est confirmé par comparaison des EC50. 

- 	Les EC50 des extraits flavonoïdiques sont très bas et même dans une même plante, son 
extrait en flavonoïdes est doté d'un pouvoir antiradicalaire potentiellement élevé à son 
huile essentielle (tableau 29). 
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- 	 Les courbes e mentlaiductiondune solution de DPPH de3.9rnl de'olmie 

cott&nt 1.17timoles de DPPH par 100 pi de la solution dantioxydar(s) contenant- 
1 OOpg de la substance(s) antioxydante(s).a: donne la réduction de l'absor1.nce du DPPH 
ac les extraits t]aunoïdiques et. les Standa rds par unité de temps. b donne la réduction 
du DPPH avec les hiles essentielles en fonction du temps. 

- 	 Un autre paramètre exprime la puissance antiradicalaire a été calculé à partir du 
premier paramètre noté: "ARP" ; égale à 1IEC50. Les valeurs ARP de tous les extraits 
sont significative (tableau 29) et plus ces valeurs ne tendent pas et s'éloignent du zéro, 
plus la puissance antioydante augmente. On peut dire que nos extraits présentent une 
activité antioxydante et que la faculté de piéger le radical libre DPPH est puissante avec les 
extraits flavoniques et faible avec les huiles essentielles. 

4) Etude comnarative de l'activité antioxydante 

Selon les figures 45 (a et b) et 46 (a et b) et en comparant les résultats obtenus 
avec les huiles, les flavonoïdes et les standards, on classe l'activité et la puissance 
antioxydante suivant l'ordre: 
Acide ascorbique> Trolox = E.F.Crcitaegus oxyacanlha> E.F.Lavandula stoechas> E.F. 
S,nyrniurn olusamninz > E.F. Cisius 1ada,ifenis » H.E. Cisius Icidcinferus > H.E. 
Lai'and,i/a sloec/ias> H. E. Srnyrn/zim olusainim 

Le pouvoir puissant de C. oxyacanlha peut être expliqué par le contenu phénolique 
des fleurs et feuilles. En raison. de la teneur élevée des flavonoïdes, en particulier les 
otigomères proanthocya nid ines, craiaegus a l'activité antioxydante significative 
(Rakotoarison et ai., 1997). 

Nous pouvons en conclure que comme l'acide ascorbique et le Trolox, les extraits 
flavonoïdiques ont un très bon pouvoir antioxydant. 
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les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et 

composés naturels bioactifs. L'étude des propriétés microbiologiques et antioxydantes a 
concerné quatre plantes de la région de Tlemcen sélectionnées parmi celles poussant à 
l'état spontané. 

la détermination du rendement en huiles essentielles a montré une rentabilité en 

huile volatile chez l'espèce L. stoechas (2.01%), alors qu'il s'affaiblit en passant de C. 
ladanferus (0.09%), S. olusatrum (0.037%) à des traces pour C. oxyacantha. 

les résultats de l'analyse chimique de la composition des huiles essentielles par 

chromatographie en phase gazeuse et par résonance magnétique du carbone 13 indiquent: 

• Une richesse en monoterpènes pour l'huile essentielle de L. stoecizas, dominé par 
Fenchone / Cinèole / Camphre. 

• Une abondance d'espèces chimiques sesquiterpèniques avec prépondérance du 
Furanodiène / Furanoélémène pour l'huile essentielle de S. olusatrum. 

le dosage des composés phénoliques des quatre extraits méthanoliques a révélé 

des teneurs considérables en polyphénols avec des quantités appréciables en flavonoïdes 
chez la lavande et Aubépine. Qualitativement, les analyses effectuées par la 
chromatographie sur couche mince sur gel de silice avec trois systèmes solvants différents 
ont montré, sous UV, la présence d'une multitude de variétés de ces composés dont des 
flavonols, des flavones et des acides phénols. 

eus avons mis en évidence la rutine dans l'extrait des feuilles de L. stoechas et 
dans l'extrait de la partie aérienne de S. olusatrum, le catéchol dans l'extrait flavonique des 
feuilles de C. ladanferus, l'hydroquinone dans les extraits des feuilles et fleurs de C. 
oxyacantha et l'acide ferulique dans l'extrait des feuilles de L. stoechas. 

V ans le criblage préliminaire, complété par une mesure de la densité de croissance 
microbienne à différentes concentrations de l'extrait naturel: 

• L'huile extraite des feuilles de L. stoechas s'est avérée un agent antibactérien 
efficace contre Kiebsiella pneun;oneae (KL1), Proteus mirabilis (Pr), E. cou (E 1) et 
E col! ATCC25922. 

• L'huile essentielle de C. ladaniferus est efficace contre Lisieria monocytogenes 

• L'extrait flavonoïdique de C. Iadanferus est efficace contre une importante variété 
de souches bactériennes à savoir Salmonella typhi (SL), Enterobacter cloacea (En), 
Staphylococcus aureus A TCC60I (ST 1 ) et S. azirezis A TOEI'25923, de plus, efficace 
contre la levure Candida albicans (A TŒ7444). 
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eependant, les huiles se sont avérées de très bon fongistatiques, alors qu'une 

sensibilité modérée à faible ou nulle dans certains cas, voire une stimulation de la 
croissance dans d'autres cas remarquée avec les flavonoïdes. 

,41a suite de ces résultats, il serait donc intéressant de mener une enquête détaillée 

sur les fractions des extraits naturels démontrant l'activité antibactérienne et antifongique 
in vitro, en vue d'identifier l'espèce chimique ou les composés responsables de cette 
activité. Ces études devront être confirmé par un suivi in vivo. 

l'étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a confirmé les propriétés 

puissantes que possèdent les flavonoïdes à piéger les radicaux libres. Suivant les résultats 
qu'on a obtenu expérimentalement, nous pouvons prédire que les huiles essentielles sont 
essentiellement des antimicrobiennes alors que les flavonoïdes sont des agents 
antioxydants de première classe. 

ign fin, l'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une première 

étape dans la recherche de substances de source naturelle biologiquement active. Des 
essais complémentaires seront nécessaire et devront pouvoir confirmer les performances 
mises en évidence. 
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Annexes 

Tableau Ai: Teneur en eau de différentes plantes 
(g/1 00g de plante sèche «% ») 

La plante Humidité en % 

L. sioechas 011nl cl aloi, (Automne) 52.50 ± 0.7071 
C. Iadaniftrus (Automne) 52.03 ± 0.02828 
C. oxyacaniha (Printemps) 66.2 ± 0.1000 
L olusairum 	(Printemps) 81.8 ± 0.2000 

Tableau A2 : Rendement en huile essentielle des différentes plantes 
(g/1 00g de plante sèche «% ») 

La plante Rendement en % 
L. stoechas ()urn e! alou (Automne) 2.01 ± 0.02082 
L. sioechas Amfezza (Automne) 0.46 ± 0.005 774 
C. 1adanferzis (Automne) 0.09 ± 0.01000 
S. olusairum 	(Printemps) 0.037 ± 0.001414 

Tableau A3: Densité des huiles essentielles 

La plante Densité moyenne 
Lavandula soechas Oum e! aloii (Automne) 0.813 ± 0.1080 
Lavandzila stoechas Aïnfezza (Automne) 0.855 ± 0.1443 
Cistus 1adanferus (Automne) 0.757 ± 0.1051 
Smyrnium olusairum (Printemps) 0.889 ± 0.04250 

Tableau A4: Résultat de la mise en évidence des flavonoïdes 

Origine végétale de l'extrait brut Lecture I coloration 
Lavandula stoechas + / rouge 
Cisizis 1adanferus + / rouge 
Craiaegus oxyacantha ++ / rouge vif 
Smyrnium oluscitrum ++ / rouge foncé 
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Tableau A5 : Rendement en extrait sec brut 
(g/100g de matériel végétal sec) 

La plante Rendement moyen 
eu % (p/p) 

Lavandula s!oechas 2.398 ± 0.3300 
('i.siu.s lacIaifent's 3.6 1 3 ± 0.2973 

Crataegus oxyacaniha 4.553 ± 	0.05774 
Smyrnium olusalruni 1.082 ± 0.2973 

Tableau A6: Valeurs de I'absorbance pour la courbe d'étalonnage des polyphénols 

Dose mg/ml 0.35 1.04 1.73 2.42 3.12 3.46 
Abs 0.108 0.133 0.313 0.376 0.373 0.416 

(660nm) 0.123 0.194 0.294 0.356 0.395 0.383 
0.098 0.169 0.315 0.365 0.417 0.490 

Abs moyenne 0.109 0.165 0.307 0.366 0.395 0.429 
± ± ± ± ± ± 

0.01258 0.03066 0.01159 0.01002 0.02200 0.05479 

Tableau A7: Valeurs de l'absorbance pour la courbe d'étalonnage des flavonoïdes 

Dose Mg/ml 5 15 25 35 45 50 
Abs 0.055 0.069 0.094 0.088 0.112 0.121 

(367nm) 0.058 0.060 0.093 0.093 0.113 0.121 
0.050 0.064 0.085 0.094 0.110 0.126 

Abs moyenne 0.054 0.064 0.091 0.092 0.112 0.123 
± ± ± ± ± ± 

0.004041 0.004509 0.004933 0.003215 0.001528 0.002887 

Tableau A8 : Teneur en polypheiiols et flavonoïdes (résultat exprimé en équivalent 
gramme de l'étalon employé par 100g de plante sèche en poudre) 

La plante Qté moyenne des polypheiiols 
en mg eq. résorcinol/1 00g 

matériel végétal sec 

Qté moyenne des flavonoïdes 
en mg eq. catéchol/1 00g 

matériel végétal sec 
Lavwidula ssoechcis 686.71 ± 42.439 87.76 ± 6.824 

Cisius/adanferzis 1035.99 ± 33.225 41.59 ± 2.728 
Craiaegus oxyacantha 457.17 ± 27.483 74.28 ± 2.946 
Smyrnium olusatrum 94.56 ± 30.353 20.35 ± 2.572 
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Tableau A9: Antibiogramme 
Diamètre de l'auréole d'inhibition en mm 

Dose ATB 
Les souch -. 

NA (30ig) SP (lOOjjg) 	SXT 
 (125I23,75) pg  

TE (30pg) E (15 UI) 

Pseudomonas aeruginosa (p4) 0 1 	 14 0 5 
0.5 1 	 13 -- 	0 5 
0.5 1 	 13 0 5 

Pseudomonasaeruginosa 
ATCC27853 

0.5 0.5 i 	0 0 5 
0.5 0.5 0 0 5 
0.5 0.5 0 0 5 

Enterobactercloacea (En) 12 7 0 5 0.5 
10 7 0 5 0.5 
10 5.5 0 5 0.5 

Kiebsiella pneumoneae (KL1) 0 2 12 5 5 
0 2 12 5 5 
0 2 12 5 5 

E. coI1ATCC25922 19 4 15 6 12 
19 5 15 6 12 
19 5 15 6 12 

E. coli(E1) 15.5 4 14 0.5 4 
16 10 15 0.5 4 

15.5 4 15 0.5 4 

Staphylococcus aureus 
ATCC25923 

0.5 . 	3 14 3 5.5 
0.5 4 14 3 6 
0.5 3 14 4 5.5 

Staphylococcus aureus (ST1) 
ATCC 601. 

0.5 5 4 3 0.5 
0.5 6 3 4 0.5 
0 4 0 5 0 

Salmonella typhi (SL) 0 5 12 2 6 
0 5 12 2 6 
0 5 14 2 8 

Citrobacter 18 4.5 0.5 0.5 0.5 
18 5 0.5 0.5 0.5 
18 5 0.5 0.5 0.5 

Listeria monocytogenes (Li i) 1 4 0 0.5 1 
1 4 0 0.5 0.5 
1 4 0 0.5 1 

Proteus mirabilis (Pr) 0 19 0 0 18 
0 19 0 0 17 

0 20 0 0 17 
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Tableau Al  : Antifongigramme (Antifongique: Nystatine (Mycostatine)) 

1) Les moisissures 
Diamètre de la colonie en cm 

La dose 
La souche 

5jil 
(50ppm) 

40d 
(400pprn) 

J?hi:ojnis .s!o/o/li/?r 	481ieures 6.6 2.1 
6.7 2.3 
6.7 2.4 

I./Jncor s» 	 4jours 2 	1.3 

1.5 1.4 
1.8 1.35 

Tric/,odern,a s» 	4jours 8 2 
8 11 
8 2.3 

A/k'riiaria sp 	4jours 0.9 0.6 
1 0.6 
1 0.6 

Aspergi//zisflrn'iis 	7jours 3.8 2.1 
3.4 3.2 
3.6 2.9 

Fnsirinn .5/.) 	7jonrs O O 
o o 
o o 

Penici//hijii s» 	7jours 0.9 0.7 
0.6 0.7 
0.7 0.6 

2-Les levures 
Diamètre de l ' auréole d ' inhibition en mm 

La souche Dose Diamètre 
Candida albicans 

ATCC444 
30ppm 13.33 

10.5 
13.5 
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Tableau Ail : Activité de la Mycostatine sur la croissance des moisissures exprimée 
en % d'inhibition de la colonie mycélienne 

(l'inhibition 
daims les trois tests 

% moyen 'V0 d'inhibition 
(tamis les trois tests  

%mnoven 

La dose 
La souche 

il 
(Oppmn) 

5p1 
(50ppin) 

40pl 
(499ppm) 

40iI 
(400ppm) 

Rhizopus .vtoIonht('r 
48heures incubation 

17,5 
16,67± 0,7417 

73,75 
71,46 ± 2,009 16,25 70.63 

16,25  70  
\Iucor sp 
4jours incubation 

23.08 
57,44 ± 29,84* 

80 
79,23 ± 0,7692 76.92 78,46 

72,31  79,23  
Tric/zoo'er,na .s'p 
4jours incubation 

0 
O ± 0 

75 
77,5 ± 7,806 O 86,25 

0  71,25  
.41k'njorio 3P 
4jours incubation 

80,43 
77,95 ± 2,417 

86,96 
86,33 ± 0,8472 75,61 85,37 

77,78  86,67  
.4spe,gif/us11avus 
7jours incubation 

9,52 
9,25 ± 1,437 

50 
30,48 ± 17,61* 10,53 15,79 

7,69  25,64  
Fusariu,n sp 
7joursincubation 

100 
100 ±0 

100 
100±0 100 100 

100  100  
Penici(lium sp 
7jours incubation 

68,97 
70,8 ± 3,651 

75,86 
72,53 ± 8,229 68,42 63,16 

75  78,57  
* : pas tout à fait significatif 
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Tableau Al2 : Test antifongique 
1) Les huiles essentielles 

(Diamètre des colonies en centimètre) 
Nflii20mI 

Les souches'N 

HE.Luv,ndi,la.sloechas - - HE.csuis lui wfj'rus 	- - 

4 10 20 40 100 110 120 4 10 20 40 100 110 120 125 150 

R.sioloniier 
48 heures 

8 6.9 3.4 0 0 5.4  1.() 0.7 u 

8 6.9 T4 5.4 O5 TY 1.85 f) 

6.8 3.4 C) 0 5.35 5 3.1 1.85 ïT (1 

\fnco, sp 
4jours 

-M 17 4 lA f) - 2 IA 1.2  

3.9 .3. 8 15 13 (I - - 2 1.55 LIS (I o - - 

4.2 3.7 4 1.5 0 2.8 1.5 1.1 t) o 
Trichodimn, 
sp 
4joww 

7.5 55 3 11 'J 18 2. 1.65 1.3 1 

8 5.8 27 1 	1.1 0 1 3.0 1.7 M LI - ft05 (I - 

7.8 5.7 2.9 1.1 0 j 3.0 1 	2.0 1.6 1.35 1.05 0.75 O 

AIrc,na,*i 4 3.15 2.1 1 0 2.5 2.1 1.6 1 

sp 
4 jours 

2 33 23 1 0 - - 235 2.2 LS LI O - - 
3 3.2 2.15 1 0 2.45 2.0 1.55 1.2 0 

.4. flovus 

7jours 

3.7 3.1 2.7 1.5 0.9 0 2.9 2.3 1.9 1.85 1.35 1.2 (J 

3.7 3.5 2.55 1.6 0.8 0 2.7 2.3 1.8 1.65 1.3 1.2 0 

3.8 3.2 2.6 1.55 1.0 f) 2.2 2.3 1.85 1.8 1.3 1.2 0 

Fusurinn;sp 

7jours 

3.3 2.1 13 0 0 115 1.8 1.7 1.55 0 

3.2 2.05 13 0 0 3.2 1.85 1.65 1.4 0 

I'e,,icillium 2.6 2.1 1.5 1.1 0.6 0 1.15 1.3 1.1 1.! 0.6 (t 

sp 

7jours 

2.55 2.0 1.1 1.2 0.6 (I - 1.1 0.6 0 

2.75 2.1 1.3 1.2 0.6 0 L2 Mli 

 

1.1 Ii ft6 I) 
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Tableau Al2 (suite) : Test antifongique 
2) Les flavonoïdes 

(Diamètre des colonies en centimètre) 

r~~ 

' S ouches 

Téiit.pii;I ,2 1tnuw EF. i.avandzala EF. Crauzegus ES. Cistu EF. S,nr,,uun 

300 500 700 300 5HI 700 300 500 700 1 0011 300 500 700 

R. stolon,tèr 8 8 6.2 5. 5.3 8 ? 7.45 5.1 4 3.2 3.4 1.4 0.8 

8 8 6.0 6 5.4 8 - 7 5.3 4 3.3 3.1 1.3 0.7 

8 8 6.4 s» 5.4 S - 5 5.2 4 3.4 3.2 1.3 0.8 

.tlucor sp 6.5 8 8 o» 5.8 8 8 8 2.6 2.0 1.7 8 8 7.0 

6.5 8 7.4 o.l 5.3 8 8 8 2.3 1.7 1.6 8 8 6.6 

6,4 S 7.6 7.2 5.5 S S S 2.4 1.6 1.7 8.0 8.0 6.8 

Trichodernia sp 8 8 3.6 2.8 2.2 8 .O 5.2 8 7 2,8 2.4 4 1.5 

8 8 3.3 2.7 2.4 8 '.2 5 8 8 2,1 2.0 2 1.1.7 

8 8 3.9 2.9 2.4 8 7.4 5.3 8 7.0 2.5 2.8 2 1.8 

.4lernariasp 4,6 2 2.5 14 2.0 2.43 3.1 5.15 1.5 1.4 1,4 2.2 1.9 1.6 

4,1 1.65 2.5 2 1.85 2,5 3.3 3,1 1.55 1.35 1,3 2 1,8 1,6 

4,5 4 2.5 2.4 2.1 4 3.5 3,1 1.45 135 1.4 2.1 1.8 1.6 

.4spergillussp 4.2 5 4.6 4.4 4,1 '.45 0.2 6,3  3,95 3,8 3 6,6 6,5 4.65 

3.8 4.6 4.8 4.6 4.4 6.3 7 .4 6,2 4 3,1 2,6 6.75 6.6 4,7 

3,9 5 4 55 4.6 4.4 6.35 6 . 77 6.4 3.05 3.3 3.1 6.65 6.5 4.8 

Pusarium 	7f 3,1 1.9 4.5 2 1.4 1.9 f8 1.4 0.6 0.6 0.6 0 5 1.8 1,6 

2,85 2.1 2.4L')1.51.7 16 I.40.60.60.6 0 7,5 3,6 2,3 

5.0 2.1 4.3 2.0 1.5 1.8 1.7 1.3 0.6 0.6 0.6 0 4.9 4.95 2.7 

Penicilliu,n 	7f 2,9 2.8 3,1 2.6 2.1 3.2 3.4 3,4 1.8 1.75 1,8 2.1 1,9 1,4 

1.9 1.95 2.2 23 2.1 3.5 3.7 3,2 1.85 1,8 1,6 1.15 1,6 1,3 

2,8 	1  2.2 3.2 2.4 2.2 3.3 3.5 3.2 1.75 1.65 1.65 2.85 1  1.8 	j  1.4 
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- 	 Tableau 28 (A13) : Essai Antioxydant 
(Capacité de réduction du radical libre mesuré a 518 iim) 

Réduction de l'Absorbance en fonction de la dose de l'extrait 

Nature de la substance 
chimique 

Dose jtg/ml) de l'antioxydant Absorbance Abs 
 Abs I Abs 2 Abs 3 (Moyenne ± SD) 

Contrôle (DPPH) 0 0.478 0.471 0.448 0.466±0.01570 

EF. 	L. stoechas 4 0.248 0.255 0.236 0.246±0.009609 
5 0.227 0.215 0.303 0.248±0.04772 
7 0.123 0.157 0.132 0.137±0.01762 
10 0.033 0.094 0.036 0.054±0.03439 
15 0.032 0.041 0.041 0.038±0.005196 
30 0.035 0.024 0.041 0.033 ± 0.008622 
50 0.025 0.022 0.028 0.025 ± 0.003000 
100 0.022 0.023 0.027 0.024±0.002646 
150 0.024 0.023 0.025 0.024±0.001000 

EF. C. ladaniferus 5 	• 0.443 0.419 0.395 0.419±0.02400 
7 0.327 0.384 0.335 0.349 ± 0.03086 

IOE 0.254 0.239 0.241 0.245±0.008145 
13 0.161 0.196 0.176 0.178±0.01756 
15 0.156 0.156 0.105 0.139±0.02944 
20 0.154 0.122 0.114 0.130±0.02117 
30 0.016 0.019 0.019 0.018±0.001732 
50 0.011 0.014 0.008 0.011 ± 0.003000 
100 0.005 0.003 0.007 0.005 ±0.002000 

EF. C. oxyacantha 0.8 0.309 0.241 0.246 0.265±0.03790 
3 0.227 0.102 0.175 0.116±0.1054 
5 0.115 0.062 0.079 0.085 ± 0.02706 
10 0.078 0.060 0.058 0.065±0.01102 
30 0.050 0.056 0.055 0.0537±0.003215 
50 0.054 0.053 0.049 0.052 ± 0002646 
100 0.046 0.048 0.052 0.0487 ± 0.003055 

EF. S. olusatrum L 0.464 0.467 0.419 0.450 ± 0.02689 
3 0.420 0.397 0.414 0.410±0.01193 
5 0.388 0.381 0.397 0.389±0.008021 
7 0.358 0.335 0.347 0.347±0.01150 
10 0.250 0.223 0.165 0.213±0.04343 
15 0.072 0.069 0.075 0.072±0.003000 
30 0.060 0.038 0.049 0.049±0.01100 
40 0.033 0.042 0.025 0.033 ±0.008505 
50 0.035 0.028 0.020 0.028 ± 0.007506 
60 0.026 0.015 0.005 0.015±0.01050 

Trolox 0.8 0.254 0.253 0.255 0.254 ± 0.001000 
2 0.216 0.173 0.250 0.213±0.03859 
4 0.055 0.033 0.060 0.049±0.01436 
5 0.031 0.044 0.024 0.033±0.01015 
6 0.004 0.001 0.003 1 0.003± 0.001528 
12 0.001 0.001 0.001 0.001±0.000 

Acide ascorbique 0.5 0.339 0.438 0.397 0.391 ± 0.04974 
1 0.211 0.229 0.220 0.220±0.009000 

1.2 0.189 0.178 0.200 0.189±0.01100 
5 0.015 0.014 0.013 0.014±0.001000 
10 0.011 0.013 0.012 0.012±0.001000 
20 0.007 0.009 0.005 0.007 ± 0.002000 
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Tableau 28 (suite A13)): Test antioxydant (suite résultat) 

Nature de la substance 
chimique 

Dose (Mg/mi) de l'antioxydant Absorbance Abs 
 Abs 1 Abs 2 Abs 3 (Moyenne ± SD) 

Contrôle (DPPH) 0 0.467 0.478 0.473 0.507 ± 0.06473 

FIE 	S. olusatrwn 2 0.451 0.458 0.465 0.458 ± 0.007000 
10 0.456 0.468 0.444 0.456±0.01200 
20 0.454 0.458 0.450 0 . 454 ± 0.00400() 
100 0.450 0.410 0.430 0.430 ± 0.02000 
300 0.371 0.377 0.383 0.377 ± 0.006000 
500 0.314 0.389 0395 0.366±0.04513 
600 0.394 0.306 0.350 0.350±0.04400 
700 0.347 0.348 0.346 0.347 ± 0.001000 

1 000 0.347 0.348 0.340 0.345:L 0.004359 
3000 0.258 0.253 0.259 0.257± 0.003215 
5000 0.180 0.213 0.185 0.193±0.01779 
7 000 0.175 0.184 0.166 0.175 ±0.009000 
9000 0.149 0.154 0.140 0.148±0.007095 
11 000 0.095 0.062 0.057 0.071 ± 0.02065 
13 000 0.053 0.050 0.055 0.053 ± 0.0025 17 

HE 	L. stoechas 2 0.468 0.459 0.450 0.459:k 0.009000 
10 0.455 0.448 0.441 0.448±0.007000 
20 0.439 0.443 0.399 0.427±0.02433 
100 0.495 0.463 0.473 0.477 ± 0.01637 
300 0.399 0.480 0.382 0.420 ± 0.05237 
400 0.457 0.393 0.382 0.411 ± 0.04050 
500 0.355 0.379 0.374 0.369±0.01266 
600 0.345 0.345 0.330 0.34±0.008660 

1 000 0.259 0.257 0.260 0.259±0.001528 
3000 0.140 0.145 0.132 0.139±0.006557 
5 000 0.087 0.097 0.080 0.088:k 0.008544 
7 000 0.075 0.078 0.072 0.075 ± 0.003000 
9 000 0.062 0.062 0.063 0.062:L 0.0005774 
11 000 0.033 0.031 0.038 0.034±0.003606 
13 000 0.031 0.029 0.033 0.031 ±0.002000 

FIE 	C ladaniferus 2 0.461 0.452 0.461 0.461 ± 0.009000 
10 0.449 0.440 0.458 0.449±0.009000 
20 0.441 0.454 0.428 0.441 ± 0.01300 

300 0.402 0.396 0.403 0.403 ± 0.08200 
500 0.392 1 0.321 0.402 0.393 ±0.005033 

1000 0.218 0.193 0.169 0.193±0.02450 
3000 0.089 0.064 0.069 0.074 -±0.01323 
5 000 0.053 0.058 1 0.053 0.0547±0.002887 

N 
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Tableau A14 : Résultat du test Antioxydant exprimant I' EC5O 
et la Puissance Antioxydante 

Extrait ECSO (ig/ml) ARP 
Extrait naturel 

4,98463188 0,20061662 EFL. stoechas 
5,51590076 0,18129405 
5,38393399 0,18573779 

ET C. ladan?ferus 10,7963896 0,09262356 
11,9421251 0,08373719 
11,5328673 0,08670871 

EF C.oxyacantha 3,06265 187 0,32651442 
2,4453605 0,40893 766 

2,74609215 0,36415384 
EFS. olusatrum 9,92597841 0,10074574 

9,50042581 0,10525844 
9,62555735 0,10389009 

FIE L. stoechas 1893,55079 0,00052811 
1875,52585 0,00053318 
1789,24869 0,00055889 

FIE C. ladainferus 1110,76663 0,00090028 
856,605124 0,0011674 
876,802913 0,00114051 

ME S. olusatrum 3496,9444 0,00028596 
3595,46994 0,00027813 
3496,21989 0,00028602 

Les standards 
0,8878 1625 1,1263592 Acide ascorbique 

1,138782 0,8781312 
1,10453593 0,9053576 

Trolox 2,0595 1962 0,48555012 
1,92702258 0,51893528 
2,19908762 0,45473404 
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Tableau AiS: Réduction de l'Absorhance du DPPH en solution en fonction du temps 

EF L. stoecluis 
	 EF C Ia(laniterus 	 EF C oxyacantha 

Temps Abs Temps Ahs Temps Abs 
(mm) (518nnn) (Min) (518nm) (mm) (51811m) 

0 1.009 0 1,040 0 0.968 
0,249 1 0,703 1 0,601 

2 0,169 2 0,644 2 0,194 
3 0,168 3 0,638 3 0,168 
4 0,159 4 0.630 4 0,165 
5 0,155 5 0,624 5 0,165 
6 0,152 6 0,618 6 0,164 
7 0,149 7 0,614 7 0,164 
8 0,148 8 0,610 8 0,164 
9 0,146 9 0,606 9 0,164 
10 0,146 10 0,602 10 0,163 
11 0,144 11 0,599 11 0,164 
12 0,144 12 0,597 12 0,164 
13 0,144 13 0,595 13 0,164 
14 0,144 14 0,593 14 0,165 
15 0,144 15 0,591 15 0,165 
16 0,145 16 0,590 16 0,164 
17 0,145 17 0,589 17 0,164 
18 0,145 18 0,587 18 0,165 
19 0,145 19 0,587 19 0,165 
20 0,145 20 0,585 20 0,165 
21 0,145 21 0,585 21 0,165 
22 0,144 22 0,584 22 0,165 
23 0,144 23 0,583 23 0,165 
24 0,144 24 0,582 24 0,165 
25 0,144 25 0,579 25 0,165 
26 0,144 26 0,578 26 0,165 
27 0,145 27 0,578 27 0,165 
28 0,145 28 0,577 28 0,165 
29 0,145 29 0,576 29 0,165 
30 0,145 30 0,575 30 0,165 

31 0,575 31 0,165 
32 0,575 

T0  (0 mm) solution de DPPH sans extrait naturel ou composé antioxydant 
t1 (i>O) solution de DPPH + l'extrait naturel ou composé antioxydant 
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EF S. olusatrum EF S. o!ust#rum (suite) Trolox Acide ascorbique 

Temps Abs Temps Abs Temps Ahs Temps Abs 
(mm) (SlSnrn) (mm) (51811m) (min) (SlSnni) (min) (518nm) 

0 0.998 31 0,667 0 1.073 0 1.055 
1 0,840 32 0,666 1 0,572 1 0,125 
2 0,785 33 0,664 2 0,210 2 0,105 
3 0,774 34 0,664 3 0,158 3 0,101 
4 0,764 35 0,663 4 0,156 4 0,101 
5 0,753 36 0,662 5 0,156 5 0,101 
6 0,745 37 0,661 6 0,156 6 0,100 
7 0,739 38 0,661 7 0,155 7 0,100 
8 0,733 39 0,660 8 0,155 8 0,100 
9 0,727 40 0,658 9 0,155 9 0,100 
10 0,722 41 0,658 10 0,155 10 0,100 
11 0,717 42 0,657 11 0,155 11 0,100 
12 0,713 43 0,657 12 0,155 12 0,100 
13 0,709 44 0,656 13 0,155 13 0,100 
14 0,705 45 0,655 14 0,155 14 0,100 
15 0,702 46 0,655 15 0,155 15 0,100 
16 0,699 47 0,655 16 0,154 16 0,100 
17 0,695 48 0,654 17 0,154 17 0,100 
18 0,693 49 0,654 18 0,154 18 0,100 
19 0,690 50 0,654 19 0,154 19 0,099 
20 0,688 51 0,653 20 0,154 20 0,100 
21 0,685 52 0,653 21 0,154 21 0,100 
22 0,683 53 0,653 22 0,154 22 0,100 
23 0,681 54 0,652 23 0,154 23 0,099 
24 0,679 55 0,652 24 0,154 24 0,099 
25 0,677 56 0,652 25 0,154 25 0,099 
26 0,675 57 0,652 26 0,154 26 0,099 
27 0,673 58 0,652 27 0,154 27 0,099 
28 0,671 59 0,652 28 0,154 28 0,099 
29 0,670 60 0,652 29 0,154 29 0,099 
30 0,668 61 0,652 30 0,154 30 0,099 

31 0,099 
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11F L stoechas 

Temps 	Abs 	Temps Abs 
(mm) (518nm) 	(mm) (51811m)  

0 1,078 47 0,712 
1 0,942 48 0,711 
2 0,903 49 0,709 
3 0,881 50 0,708 
5 0,866 51 0,706 
5 0,854 52 0,705 
6 0,842 53 0,704 
7 0,836 54 0,702 
8 0,829 55 0,701 
9 0,823 56 0,699 
10 0,817 57 0,698 
11 0,811 58 0,696 
12 0,806 59 0,695 
13 0,802 60 0,694 
14 0,798 61 0,692 
15 0,793 62 0,690 
16 0,789 63 0,690 
17 0,785 64 0,688 
18 0,782 65 0,687 
19 0,778 66 0,685 
20 0,774 67 0,683 
21 0,771 68 0,682 
22 0,768 69 0,681 
23 0,764 70 0,680 
24 0,761 71 0,680 
25 0,758 72 0,678 
26 0,755 73 0,677 
27 0,752 74 0,676 
28 0,749 75 0,674 
29 0,747 76 0,673 
30 0,744 77 0,672 
31 0,742 78 0,671 
32 0,739 79 0,670 
33 0,738 80 0,669 
34 0,735 81 0,668 
35 0,733 82 0,667 
36 0,730 83 0,666 
37 0,730 84 0,664 
38 0,727 85 0,663 
39 0,725 86 0,662 
40 0,726 87 0,661 
41 0,724 88 0,660 
42 0,722 89 0,659 
43 0,720 90 0,658 
44 0,718 91 0,657 
45 0,717 92 0,656 
46 0,714 93 0,655 

Temps 	Abs 	Temps 	Abs 
(mm) (518nni) 	(min) (518nm) 

94 0,654 138 0,621 
95 0,654 139 0,620 
96 0,652 140 0,619 
97 0,651 141 0,619 
98 0,650 142 0,618 
99 0,649 143 0,617 
100 0,648 144 0,617 
101 0,647 145 0,616 
102 0,647 146 0,616 
103 0,646 147 0,815 
104 0,645 148 0,614 
105 0,644 149 0,614 
106 0,643 150 0,613 
107 0,642 151 0,613 
108 0,641 152 0,615 
109 0,640 153 0,615 
110 0,639 154 0,612 
111 0,639 155 0,612 
112 0,638 156 0,612 
113 0,637 157 0,613 
114 0,638 158 0,613 
115 0,638 159 0,613 
116 0,637 160 0,610 
117 0,636 161 0,610 
118 0,635 162 0,610 
119 0,635 163 0,610 
120 0,634 164 0,608 
121 0,633 165 0,608 
122 0,632 166 0,608 
123 0,631 167 0,608 
124 0,630 168 0,608 
125 0,630 169 0,606 
126 0,629 170 0,606 
127 0,628 171 0,606 
128 0,626 172 0,606 
129 0,625 173 0,606 
130 0,624 174 0,606 
131 0,623 175 0,606 
132 0,623 176 0,606 
133 0,622 177 0,606 
143 0,622 178 0,606 
135 0,622 179 0,606 
136 0,622 180 0,606 
137 0,622 181 0,606 
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HE S. olusatruni 

Temps Abs Temps Abs Temps Abs Temps Abs 
(min) (18nm) (mm) (518nm) (mm) (518nm) (mm) (518nm) 

0 1,173 44 1,004 88 0,899 132 0,766 
1 1,128 45 1,002 89 0,896 133 0,763 
2 1,116 46 1,000 90 0,893 143 0,759 
3 1,106 47 0,997 91 0,890 135 0,756 
5 1,100 48 0,994 92 0,889 136 0,753 
5 1,096 49 0,992 93 0,885 137 0,749 
6 1,092 50 0,990 94 0,882 138 0,746 
7 1,089 51 0,988 95 0,879 139 0,742 
8 1,085 52 0,985 96 0,876 140 0,739 
9 1,083 53 0,983 97 0,874 141 0,736 
10 1,080 54 0,982 98 0,871 142 0,732 
11 1,078 55 0,980 99 0,869 143 0,729 
12 1,076 56 0,978 100 0,865 144 0,726 
13 1,073 57 0,976 101 0,863 145 0,723 
14 1,071 58 0,974 102 0,858 146 0,720 
15 1,068 59 0,972 103 0,855 147 0,716 
16 1,065 60 0,969 104 0,853 148 0,713 
17 1,063 61 0,968 105 0,850 149 0,710 
18 1,061 62 0,964 106 0,847 150 0,706 
19 1,059 63 0,962 107 0,844 151 0,703 
20 1,056 64 0,960 108 0,842 152 0,700 
21 1,054 65 0,957 109 0,839 153 0,697 
22 1,052 66 0,954 110 0,836 154 0,694 
23 1,050 67 0,952 111 0,833 155 0,691 
24 1,048 68 0,949 112 0,830 156 0,687 
25 1,046 69 0,947 113 0,827 157 0,684 
26 1,043 70 0,944 114 0,824 158 0,680 
27 1,041 71 0,942 115 0,821 159 0,678 
28 1,039 72 0,940 116 0,818 160 0,675 
29 1,036 73 0,937 117 0,815 161 0,672 
30 1,034 74 0,934 118 0,812 162 0,669 
31 1,032 75 0,932 119 0,808 163 0,666 
32 1,029 76 0,930 120 0,805 164 0,662 
33 1,028 77 0,928 121 0,802 165 0,659 
34 1,025 78 0,925 122 0,798 166 0,656 
35 1,023 79 0,922 123 0,795 167 0,653 

36 1,021 80 0,920 124 0,792 168 0,650 

37 1,019 81 0,917 125 0,790 169 0,647 

38 1,017 82 0,914 126 0,785 170 0,643 

39 1,014 83 0,911 127 0,782 171 0,640 

40 1,012 84 0,909 128 0,779 172 0,637 

41 1,010 85 0,906 129 0,776 173 0,634 

42 1,008 86 0,904 130 0,772 174 0,631 

43 1,006 87 0,901 131 0,769 175 0,628 

Temps 	Abs 
(mm) 	(J8nm) 

176 	0,625 
177 	0,622 
178 	0,619 
179 	0,616 
180 	0,613 
181 	0,610 
182 	0,607 
183 	0,604 
184 	0,601 
185 	0,598 
186 	0,595 
187 	0,592 
188 	0,589 
189 	0,585 
190 	0,582 
191 	0,579 
192 	0,576 
193 	0,573 
194 	0,571 
195 	0,568 
196 	0,565 
197 	0,562 
198 	0,560 
199 	0.569 
200 	0,558 
201 	0,554 
202 	0,553 
203 	0,549 
204 	0,548 
205 	0,545 
206 	0,542 
207 	0,541 
208 	0,537 
209 	0,536 
210 	0,533 
211 	0,531 
212 	0,528 
213 	0,527 
214 	0,524 
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HE C Iadiniferu.s 

Temps Abs Temps Abs Temps Abs Temps Àbs Temps Abs 
(mm) (518nm) (mm) (518nm) (mm) (518nm) (mm) (518nm) (mm) (518nm) 

0 1,087 41 0,555 82 0,370 123 0,257 163 0,184 
1 0,968 42 0,549 83 0,367 124 0,254 164 0,183 
2 0,950 43 0,544 84 0,363 125 0,252 165 0,181 
3 0,934 44 0,538 85 0,359 126 0,250 166 0,180 
5 0,925 45 0,533 86 0,356 127 0,248 167 0,179 
5 0,920 46 0,527 87 0,353 128 0,246 168 0,178 
6 0,912 47 0 , 522 88 0,349 129 0,244 169 0,177 
7 0.884 48 0,517 89 0,346 130 0,241 170 0,176 
8 0,873 49 0,512 90 0,343 131 0,239 171 0,174 
9 0,856 50 0,507 91 0,340 132 0,237 172 0,174 
10 0,836 51 0,501 92 0,337 133 0,235 173 0,174 
11 0,820 52 0,496 93 0,333 143 0,233 174 0,171 
12 0,807 53 0,491 94 0,330 135 0,231 175 0,171 
13 0,792 54 0,486 95 0,327 136 0,229 176 0,171 
14 0,778 55 0,481 96 0,325 137 0,227 177 0,171 
15 0,765 56 0,476 97 0,321 138 0,225 178 0,171 
16 0,751 57 0,472 98 0,319 139 0,223 179 0,175 
17 0,738 58 0,467 99 0,316 140 0,221 180 0,176 
18 0,725 59 0,462 100 0,313 141 0,220 181 0,176 
19 0,715 60 0,458 101 0,310 142 0,218 182 0,176 
20 0,703 61 0,453 102 0,307 143 0,216 183 0,176 
21 0,694 62 0,449 103 0,305 144 0,214 184 0,175 
22 0,686 63 0,445 104 0,302 145 0,212 185 0,174 
23 0,677 64 0,440 105 0,299 146 0,211 186 0,174 
24 0,670 65 0,436 106 0,296 147 0,209 187 0,174 
25 0,662 66 0,431 107 0,294 148 0,207 188 0,174 
26 0,654 67 0,427 108 0,291 149 0,205 189 0,174 
27 0,647 68 0,423 109 0,289 150 0,203 190 0,174 
28 0,639 69 0,419 110 0,286 151 0,202 191 0,174 
29 0,632 70 0,416 111 0,283 152 0,199 192 0,174 
30 0,625 71 0,411 112 0,281 153 0,197 193 0,174 
31 0,618 72 0,407 113 0,278 154 0,196 194 0,174 
32 0,611 73 0,403 114 0,276 155 0,195 195 0,174 
33 0,605 74 0,399 115 0,273 156 0,193 196 0,175 
34 0,598 75 0,395 116 0,271 157 0,191 197 0,174 
35 0,592 76 0,392 117 0,268 158 0,190 198 0,174 
36 0,586 77 0,388 118 0,266 159 0,188 199 0,174 
37 0,579 78 0,385 119 0,264 160 0,187 200 0,175 
38 0,573 79 0,38 120 0,261 161 0,186 201 0,175 
39 0,567 80 0,377 121 0,259 162 0,185 202 0,175 
40 0,561 81 0,374 122 



Fig. 41 (Photo A3): Réduction de la 
croissance de R. stoionifn sous l'effet 

de l'augmentation de la dose de l'extrait 
brut de L. stoachas  

Effet stimuhxt N  

de la croiaite d 'A.flavizs 

par r extraitflavoniquede Cniagzis 

)1nnee 16 

Photo Al : Exemples de l'Activité des Antibiotiques sur la croissance des Bactéries 

Fig. 41 (Photo A2): Activité antifongique de l'extrait flavonoïdique du Ciste 
(On observe uniquement une germination des spores de Fiisariun, 

sans propagation du mycélium dans le milieu de culture) 
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\i ilieux de culture 

Préparation polir liitre 

Bouillon Nutritif (BN) 
Extrait de viande 5g 
Peptone pancréatique 1 0g 
Chlorure de sodium 58 

pH= 7.4 

Gélose nutritive (GN) 
Extrait de viande de boeuf 1g 
Extrait de levure 2g 
Peptone 5g 
Chlorure de sodium 5g 
Agar 15g 

pH= 7,2à7,4 

Mueller Hinton (Gélose) 
Infusion de viande de boeuf 300m! 
Hydrolysat de Caseine 17.5g 
Amidon 1,5g 
Agar 10g 

pH= 7.4 

Potatoes Dextrose Agar (PDA) 
Filtrat de pomme de terre 200g 
Glucose 20g 
Agar 15g 

Acidifié à pH 	4.5 

Milieu Sabouraud (Liquide) 
Peptone pepsique de viande 108 
Glucose 35g 

pH= 5, 7± 0,2 



Glossaire 

Akène: fruit sec et indéhiscent ne contenant qu'une graine. Le nom peut aussi s'écrire 

achaine. 

AlléJopathie: C'est un phénomène où de nombreuses espèces végétales synthétisent des 

molécules capables d'agir sur le développement des plantes avoisinantes. 

Allopathique : l'allopathie est le nom donné par Hahnemann à la médecine "classique". 

Alzheimer: la maladie d'Alzheimer (MA) est une démence neurodégénérative à 

prédominante corticale qui touche en premier lieu les fonctions cognitives et se répercute 

sur le comportement et l'adaptation sociale des patients. 

Analgésique : antidouleur 

Androcée: ensemble des étamines (pièces mâles) d'une fleur. 

Anesthésique: substance qui provoque une anesthésie 

Anthère: partie de l'étamine qui contient les grains de pollen 

Antidisenterique: contre la dysenterie (dysenterie : infection intestinale avec diarrhée 

grave). 

Anti-inflammatoire: qui fait dégonfler, et diminuer l'irritation. La plupart des anti-

inflammatoires sont aussi des antidouleurs. 

Antiscorbutique: qui s'oppose au développement du scorbut. 

Antispasmodique: substance qui permet de lutter contre les spasmes, agit généralement 

en empêchant la contraction des fibres musculaires de l'intestin et des voies urinaires 

Anxiolytique : tranquillisant, contre les angoisses 

Arbrisseau : plante ligneuse à tiges ramifiées dès la base et en général d'un mètre 

maximum. 

Arbuste : petit arbre (en général moins de 5 m à l'âge adulte), dont le tronc est plutôt grêle. 

Astringent : qui resserre et raffermit les tissus. 

Bractées: feuille fréquemment colorée qui accompagne une fleur ou une inflorescence. 

Les bractées se trouvent souvent à la base du pédoncule. 

Carminatif: qui résorbe les gaz intestinaux. 

Carpelle: constituant du gynécée, formé d'un ovaire, d'un style et d'un stigmate 

Cataracte : la cataracte est une zone sombre ou opaque dans le cristallin de l'oeil. Cette 

zone d'ombre provoque des troubles de la vue. 

Corymbe: grappe dont les ramifications latérales sont inégales et étalées de sorte que 

toutes les fleurs se trouvent à la même hauteur 



Diurétique : qui favorise l'élimination de l'urine. 

Fébrifuge: qui enraye la fièvre. 

Ernétique: qui provoque des vomissements. 

Expectorant : qui calme la toux, favorise l'expulsion des sécrétions bronchiques. 

Glabre: dépourvu de toute pilosité 

Immunostimulant : qui amplifie des réactions de défense de l'organisme. 

Involucre : ensemble des bractées insérées à la base d'une inflorescence 

Laxatif: qui purge légèrement. 

Narcotique (substance) qui provoque une anesthésie générale. Un narcotique est une 

substance chimique capable d'induire, chez l'homme et chez l'animal, un état proche du 

sommeil. 

Œdème : hyperhydratation extra-cellulaire provoquée par une rétention de sodium et d'eau 

dans les espaces interstitiels. 

Ombelle: inflorescence à fleurs pédicellées, toutes insérées au même niveau du sommet 

d'un axe et disposées sur un même plan 

Pédoncule : terme désignant la tige (ou queue) d'une fleur, distincte de la tige de la plante. 

Pétale : partie de la fleur située entre les sépales et les organes reproducteurs. Les pétales 

composent la corolle. Ils sont fixés au calice par un onglet. 

Pivotant : se dit d'une racine très grosse par rapport aux radicelles et s'enfonçant 

verticalement dans le sol. 

Prébiotique: les prébiotiques sont des glucides non assimilables par notre organisme. 

Psoriasis : affection de la peau (fréquente et tenace) 

Sédatif: un sédatif est une substance qui a une action dépressive sur le système nerveux 

central et qui entraîne un apaisement, une relaxation, une réduction de l'anxiété, une 

somnolence, un ralentissement de la respiration, une démarche chancelante, des troubles 

jugement et une diminution des réflexes. 

Sépale: chacune des pièces formant le calice d'une fleur. Moins apparents que les pétales, 

les sépales sont généralement de couleur verte ou brune. On les remarque surtout quand la 

fleur est en bouton. 

Stomachique : qui favorise la digestion. 

Styles : filament reliant l'ovaire au stigmate, au centre de la fleur. 

Teinture : solution obtenue en laissant une certaine quantité de drogue desséchée au 

contact d'un solvant pour un temps plus ou moins long. 


