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6.1.4. L'hydrodiffusion 

Elle consiste à pulser de la vapeur d'eau à travers la masse végétale, du haut vers le bas. Ainsi le 

flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques classiques 

de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette technique est traduit par 

l'amélioration qualitative et quantitative de l'huile récoltée, l'économie du temps, de vapeur et d'énergie 

(Roux, 2008). 

6.1.5. L'expression à froid 

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s'applique qu'aux agrumes dont l'encore des fruits 

comporte des poches sécrétrices d'essences. Ce procédé consiste à broyer, à l'aide de presses, les 

zestes frais pour détruire les poches afin de libérer l'essence. Le produit ainsi obtenu porte le nom 

d'essence, car il n'a subi aucune modification chimique (Roux, 2008). 

6.2. Autres méthodes d'obtention des extraits volatils 

6.2.1. Extraction par solvants 

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles 

dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de construction variée, 

en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste à épuiser le matériel végétal par un 

solvant à bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. 

L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pâteuse dont l'huile est extraite par 

l'alcool. L'extraction par les solvants est très coûteuse à cause du prix de l'équipement et de la grande 

consommation des solvants. Un autre désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque 

de sélectivité; de ce fait, de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, 

caroténoïdes, cires, coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pâteux et imposer une 

purification ultérieure (Brian, 1995). 

6.2.2. Extraction par les corps gras 

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des parties 

fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont très sensibles à l'action de la température. Elle met à 

profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les corps gras. Le principe consiste 

à mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en essence végétale. Le produit obtenu est 
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une pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans 

cette technique, on peut distinguer l'enfleurage où la saturation se fait par diffusion à la température 

ambiante des arômes vers le corps gras et la digestion qui se pratique à chaud, par immersion des 

organes végétaux dans le corps gras (Brian, 1995). 

6.2.3. Extraction par micro- ondes 

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée Vacuum Microwave Hydrodistillation (VMHD) 

consiste à extraire l'huile essentielle à l'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante et d'une 

séquence de mise sous vide. Seule l'eau de constitution de la matière végétale traitée entre dans le 

processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de 

la pression réduite de façon séquentielle dans l'enceinte de l'extraction, l'eau de constitution de la 

matière végétale fraîche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément 

transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et l'essence est alors mise en oeuvre par la condensation, 

le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette technique présente les 

avantages suivants: rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel 

(Justin Nzeyumwami K., 2004). 

6.2.4. Extraction par un solvant organique volatil 

Cette technique est la plus pratiquée avec 1 'hydrodistillation. Elle consiste à épuiser la matière 

première de ses constituants odorants au moyen d'un solvant, puis à chasser celui-ci de l'extrait par 

évaporation sous vide. Il est existe deux cas particuliers, les hydrolats (extraction par solvant en 

présence d'eau) et les alcoolats (extraction avec de l'éthanol dilué) pour lesquels on récupère les 

composés odorants conjointement avec le solvant lors de la distillation pratiquée pour éliminer l'eau 

présente dans les isolats. Le choix du solvant dépend de nombreux paramètres techniques et 

économiques, notamment: 

• la sélectivité (pouvoir solvant), 

• la température d'ébullition (stabilité thermique des constituants), 

• la miscibilité dans l'eau, 

• la facilité de recyclage, 

• la sécurité de manipulation: les solvants choisis seront, dans la mesure du possible, non toxiques tant 

pour le manipulateur que pour le consommateur (Mucher et al., 2004). 
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Les solvants les plus utilisés à l'heure actuelle sont surtout des hydrocarbures aliphatiques 

(hexane, éther de pétrole), des hydrocarbures aromatiques (toluène), des alcools ou des solvants 

carbonylés, et moins fréquemment des hydrocarbures halogénés (dichlorométhane). La méthode 

d'extraction mise en oeuvre dépend aussi de la nature de la matière première végétale. On peut extraire 

soit à chaud, c'est-à-dire à température proche de la température d'ébullition du solvant, soit à 

température ambiante. On travaille, en général, dans un extracteur statique afin d'éviter la dégradation 

de la matrice végétale et la solubilisation concomitante de composés indésirables (Mueller et al., 

2004). 

Les solutions aromatiques obtenues, appelées miscella, sont évaporées sous vide, à température 

la plus basse possible afin d'éviter la dégradation des molécules odorantes. Le solvant organique extrait 

également des composés indésirables, en particulier des matières grasses (huile, cires, etc....). Celles-ci 

sont d'ailleurs responsables de la dénomination «concrète» qui traduit la tendance des produits à se 

solidifier à température ambiante. Un traitement secondaire est donc nécessaire pour séparer les 

fractions aromatique et grasse. Il consiste à entraîner, à l'éthanol, les composés aromatiques. Cette 

opération est pratiquée à basse température (environ -20°C). On obtient, après évaporation de l'éthanol, 

un produit appelé «absolue» qui comporte la majorité des composés volatils (Sokhna et al., 1997) 

7. Les applications alimentaires des ME 

Les études qui ont été réalisées jusqu'à maintenant, montrent que les ME peuvent être appliquées 

à tous les aliments. Ainsi, les H.E d'origan, de thym, de cannelle ou de coriandre sont efficaces pour 

les viandes, les volailles, les charcuteries et les légumes; 1' H.E. de menthe pour les produits frais 

(salades, yaourts...); les H.E. à base de cavarcrol ou de citral pour les poissons; les H.E. de thym, 

de noix de muscade ou de gingembre pour les céréales (plus particulièrement celles riches en carvacrol 

pour le riz); et les H.E. à base de carvacrol ou de cinnamaldéhyde pour les fruits (Caillet et Lacroix, 

2007). 

Les H.E. sont aussi utilisées pour apporter de la saveur et un arôme raffiné au café, au thé, aux 

vins et aux liqueurs distillées (Caillet et Lacroix, 2007). 

Les études de Caillet et Lacroix (2007) ont montré que l'incorporation d' H.E. dans la viande 

hachée du boeuf a contribué au maintien de la qualité microbiologique et à la réduction de l'oxydation 

des gras au-delà de sa durée normale d'entreposage. Ils ont aussi démontré que l'utilisation des H.E. 

pouvait augmenter la sensibilité des bactéries à différents procédés de conservation des aliments 

(chauffage, pasteurisation, atmosphère modifiée). Selon la bactérie et le procédé utilisé, la 
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sensibilisation augmente de 2 à 10 fois. Par exemple, l'H.E. mélangée à des carottes hachées, 

emballées sous air ou sous atmosphère modifiée (AM ou MAP: Modified Atmospheres Packaging en 

anglais) permet de multiplier par trois la sensibilité deLisleria sp., de même que pour de la viande 

hachée emballée sous les mêmes conditions, une augmentation très significative de la sensibilité d'E. 

Cou (2.5 fois) et de Salmonelle (4.5 fois) est constatée en présence d' H.E. Aussi, l'H.E. combinée à un 

chauffage doux (55 °C pendant I minute) a permis d'inhiber totalement Salmonelle, alors qu'en 

absence d'huile, un chauffage de plus d'une heure était nécessaire pour arriver au même résultat. 

Cependant, le seuil d'efficacité des huiles les plus efficaces étant très bas, souvent inférieurs à 0.1%, 

leur ajout en très faibles quantités n'altère pas les qualités organoleptiques de l'aliment 

Des investigations ont été effectuées pour évaluer l'efficacité de quatre H.E. de plantes: 

Laurier, clou de girofle, cannelle et thym en tant que conservateurs normaux. L'effet d'H.E aux 

concentrations de 0,1 de 0,5 et de I % a été étudié en fromage à pâte molle à faible teneur en matière 

grasse et à matière grasse naturelle contre Listeria monoc.ytogenes et Salmonella enteritidis à 4°C et à 

10°C respectivement, sur une période de 14 jours. Ils ont conclu que les H.E. des plantes choisies 

agissent comme inhibiteurs potentiels contre L. monocytogenes et S. enteritidisd ans ce produit 

alimentaire (Boubrit et Boussad ,2007). 

Les traitements du pâté tout préparé de foie de porc avec le romarin retardent la croissance 

de Listeria monocytogenes .Aeromonas hydrophila et Listeria inonocytogenes ont été inhibées sur la 

viande cuite (poitrine de poulet) par des extraits d'eugénol et de piment (Boubrit et Boussad ,2007). 
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Tableau 03: exemples de la diversité des applications (Grysole, 2005). 

Huiles Parfumerie 

essentielles  alimentation Médecine 
cosmétiques technique 

Basilic parfum Arôme pour Antispasmodique 
sauces et régulateur du système 

condiments 

Arôme pour Arôme pour 
savons, boisson et 

citronnelle désinfectant, sucreries 
éloigne les 

insectes 

Eucalyptus Arôme pour Anti-inflammatoire 

boissons, 

sucreries, 

sucreries, crèmes 

glacées 

Géranium parfum Arôme pour Anti-spasmodique, 

sucreries, relaxant 

chewing-gum 

Vasodilatateur, sédatif 

lemongrass 

Menthe Saveur pour Saveur pour Antalgique, anesthésique, 

poivrée dentifrice liqueurs, glaces, tonique, stimulant du 

chewing-gum, système nerveux 

chocolat 

Menthe Saveur pour Saveur pour les sirops par 

verte boissons, exemple 

sucreries, crèmes 

glacées 
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8. Utilisation des huiles essentielles 

Ces HE agissent selon leur tropisme ; ce terme signifie que chaque huile exerce ses pouvoirs 

curatifs sur un organe ou une zone en particulier, ces substances volatiles pénètrent les tissus et 

l'organisme. Par exemple, l'HE de basilic est particulièrement actif au niveau de la digestion. Celle de 

cyprès améliore la circulation. Il est donc très important de se renseigner sur les effets thérapeutiques 

des 11E car leur usage peut comporter des inconvénients. Par exemple, une HE de menthe des champs 

est indiquée pour stimuler les personnes fatiguées, elle soulage les douleurs névralgiques mais ne doit 

jamais être utilisée dans un bain, sous peine d'irritation sérieuse de la peau. Outre ces propriétés 

principales, elles ont toutes une vertu (Blayn, 1980; Maach et Jemali, 1986). 

9. Classification des huiles essentielles 

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, et grâce à l'indice aromatique obtenu par 

des aromatogramme, les huiles essentielles sont classées en groupe 

• Les huiles majeures 

• Les huiles médiums 

• Les huiles terrains (Chakou et Bassou, 2007). 

10. Mode d'action des huiles essentielles 

Plusieurs théories sont proposées pour expliquer le mécanisme par lequel les HES exercent leur 

activité antimicrobienne. La composition complexe des HES tend à prouver que cette activité serait 

due à plusieurs mécanismes d'action différents, liés à la nature chimique de ces composés (Skandamis 

et al., 2001; Carson et al., 2002 Burt, 2004 ;). 

La plupart des mécanismes d'action sont attribués à l'interaction des composants des 11ES avec 

la membrane cellulaire (Benchaar et al., 2008). Les HES sont constituées de molécules lipophiles 

capables de pénétrer la double couche phospholipidique, leur accumulation entre les phospholipides 

entraine alors un changement de conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane 

cellulaire, perturbant ainsi le transport membranaires des substances nutritives (Sikkema et al., 1994; 

Ultee et al., 1999).Les 11ES peuvent aussi perturber le gradient ionique de part et d'autre de la 

membrane cytoplasmique ce qui diminue la stabilité membranaire et perturbe aussi le transport 

membranaire. Mais certaines bactéries sont capables de contrebalancer cet effet par l'utilisation de la 

pompe ionique, dans ce cas la croissance ralentit grâce à l'épuisement de l'énergie de la pompe (Cox 
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et al., 2001; Griffin et al., 1999; Ultee et al., 1999).Un mécanisme d'action proposé implique le 

groupement hydroxyle des phénols, comme le carvacrol, qui agirait comme un transporteur 

transmembranaire des cations et des protons monovalents, cet effet perturbe le gradient ionique et le 

fonctionnement membranaire des cellules microbiennes (Figure 07) (Ultee et al., 2002). 

D'autres mécanismes d'action sont liés à la coagulation des constituants cellulaires par la 

dénaturation des protéines (Gustafson et Bowen, 1997). Les HES extraites de cannelle et de l'ail 

peuvent inhiber l'activité enzymatique des bactéries du rumen telle l'espèce Enterobacter aerogenes. 

D'autres HES inhibent la croissance microbienne par l'inactivation des acides nucléiques 

(Calsamiglia et al., 2007). 

L'action des HES dépend aussi de la nature des microorganismes ciblés. Les bactéries à Gram 

positif sont plus sensibles à l'action des HES, par rapport aux bactéries à Gram négatif. Cela peut être 

expliqué par la présence de la membrane externe chez les bactéries à Gram négatif, elle représente en 

effet une barrière capable de diminuer la perméabilité des composés hydrophobes (Calsamiglia et al., 

2007). Cependant, les molécules à faible poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent 

traverser cette barrière (Dorman et Deans, 2000 ; Ultee et al., 2002). 

milieu extracellulaire 	membrane 	milieu intracellulaire 
H 	 cytoplasmique H 

EZIiIf 
OI I 	 OH 

CII.J  CH. 	 CH CH 1  

I 
K + EZIIjIi' ° 	FZIIIIIT 

CH.. CH, 	 CH31 ClI 

OK 

CH., CH 	 CH, CH, 

Figure 07 : Mécanisme d'action de carvacrol sur la membrane cellulaire (Ultee et al., 2002). 
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k 
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11. Parfumerie et cosmétologie 

Un grand nombre d'H.E (400 à 500) est utilisé dans l'élaboration de la majorité des parfums et 

produits de toilette. Ces cosmétiques grâce à leur activité antiseptique tout en leur assurant une odeur 

agréable (Roulier, 1992). De même, certains constituants chimiques isolés à partir d'HE peuvent faire 

l'objet de transformations chimiques donnant naissance à de nouvelles odeurs; ainsi, à partir de 

l'eugénol tiré de l'essence de girofle, on aboutira à l'isogénol qui a une odeur d'oeillet (Vigne, 1987). 

12. Toxicité des huiles essentielles 

Les études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une certaine 

toxicité. Il faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d'exposition et la dose prise 

(Degryse et aI., 2008). 

Les huiles essentielles semblent n'être toxiques par ingestion que si celle-ci est faite en de 

grandes quantités et en dehors du cadre classique d'utilisation. Les huiles ne seront toxiques par 

contact que si des concentrations importantes sont appliquées (Degryse et aI., 2008). 

Selon Englebin(201 1), les huiles essentielles sont des substances très puissantes et très actives, 

c'est la puissance concentrée du plant aromatique, il ne faux donc jamais exagérer les doses, quelque 

soit la voie d'absorption, car toute substance est potentiellement toxique à dose élevée ou répétée. 

Paracelse à dit: "rien n'est poison, tout est poison, tout dépend de la dose "Il faut également savoir 

qu'une période trop prolongée provoque l'inversion des effets et bu l'apparition d'effets secondaires 

indésirables. 

13. L'aromathérapie 

L'aromathérapie, qui signifie littéralement " soin par les odeurs" est le terme que l'on utilise 

pour désigner la thérapie basée sur l'utilisation des huiles essentielles. Il s'agit donc de la capacité et 

de l'art de soigner avec les huiles essentielles (Buronzo, 2008). 

L'aromathérapie est l'utilisation des huiles essentielles à des fins thérapeutique. C'est une 

"biochimio-thérapie" naturelle sophistiquée qui repose sur la relation existant entre les composants 

chimiques des huiles essentielles et les activités thérapeutiques qui en découlent. Elle recourt à une 

méthodologie rigoureuse qui s'inspire de données scientifiques solides confirmées tant par la clinique 

que par le laboratoire. C'est une thérapeutique naturelle de qualité supérieure (Baudoux, 2008). 
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14. Contrôle de qualité des huiles essentielles 

Selon la pharmacopée française et européenne, le contrôle des huiles essentielles s'effectue par 

différents essais, comme la miscibilité à l'éthanol et certaines mesures physiques : indice de réfraction, 

pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et l'odeur sont aussi des paramètres importants. La 

meilleure carte d'identité quantitative qualitative d'une huile essentielle reste cependant le profil 

chromatographie en phase gazeuse. Il permet de connaître très exactement la composition chimique et 

de rechercher d'éventuelles traces de produits indésirables tels des pesticides ou des produits 

chimiques ajoutés (Pibiri, 2006). 

Une huile essentielle pure et naturelle est caractérisée par sa composition strictement «végétale », contrairement 

aux essences synthétiques ou «identiques naturelles» intégralement reconstituées à partir de composés 

chimiques de synthèse (Pibiri, 2006). 
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MATERIELS ET METHODES 

I-Matériels 

1- Prévenance et récolte de matériel végétale 

Notre plante Ammoides vertidilata provient de 4 stations différentes de la wilaya de 
Tlemcen (Ternny, Ouziden, Beni snous). 

Après la cueillette à différentes périodes à partir 18/05/2014 jusqu' a 22/06/2014, 
nos échantillons sont nettoyés, étalés et séchés pendent 36 semaines dans des conditions 
bien précises et respecte à savoir: 

y' A l'abri de la lumière 
V' A l'abri de l'humidité 
V' A une T° ambiante et dans un endroit bien aéré. 

Seul la partie aérienne (fleurs, feuilles) 

2-Situation géographique des stations d'étude 

Les principaux facteurs géographiques qui influent de façon significative sur la 

végétation en Algérie, comme ailleurs, sont le climat (précipitation, températures, vents, 

radiation solaire etc..), le sol et l'altitude. En outre c'est surtout l'équilibre délicat de ces 

facteurs qui joue un rôle primordial à la fois dans le développement individuel des plantes 

et dans leur distribution (Beniston, 1984). 

Le tapis végétal très diversifié de la région de Tlemcen offre une série de 

peuplements (herbacés, arbustifs et arborés). Ces espèces végétales occupent de vastes 

étendues au niveau des plaines et des versants montagneux. 

Ainsi, il a été choisi 1 et parfois 3 stations au niveau de chaque point cardinal de la 

région de Tlemcen, à savoir: Ternny, Ouziden, Beni snous. 
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Station 02 : Ternny 

Elle se trouve à 12 Km du Sud de la ville de Tlemcen longée par la route national (7). 

Cette station est sur haut plateau nord des monts de Tlemcen. 

Photo 4W: Carte géographie de station Temny (Google Earth, 2014). 

Station 03 : Ouziden 
Elle se trouve sur 6 Km du Nord Est de la ville de Tlemcen longée par la route 

national(22). Cette station est sur le bassin de Tlemcen. 

Photo oI: Carte géographie de station Ouziden (Google Earth, 2014) 
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Station03: Beni snous 
Elle se trouve sur 41 Km sud-ouest de la ville de Tlemcen. Cette station est située dans les monts de 

Tlemcen. Cette station est sur le bassin de Tlemcen. 

Photo Oj Carte géographie de station Beni snous (Google Earth, 2014) 
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2.1-Description des stations 

Les différentes stations sont décrites dans le tableau 

Tableau (03) : situation géographique et bioclimat des différentes stations. 

Etages bio Altitude Latitude Longitude 
Station Localisation 

climatiques (m) (nord) (ouest) 

Montes 	de Semi- 	aride 
Ternny 1055 34047' 1 021' 

Tlemcen tempéré doux 

Bassin 	de Semi- 	aride 

Ouziden tlemcen chaud 	ou 871 34056' 1 0 17' 

tempéré doux 

Monts 	de Semi- 	aride 
Beni 

Tlemcen tempéré doux 835 340 38' 35" 33'41" 
snous 

3. Réactifs 

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont 2,2'-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), 

Ferrosine [3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl- 1, 2,4-triazine-4 ' ,4' '-disulfonic acid sodium salt], acide 

trichioracétique (TCA), EDTA, , FeCl3, ferricyanide de potassium [K3Fe(CN)6 ] et Na2CO3 

proviennent de Sigma (Allemagne). Chlorure ferreux (FeCl2), Acide linoléique et, TBA (1%), 

Tampon de phosphate, sulfate de fer, methanol, ethanol, 2-désoxyribose. 

4. Solutions de travail 

- L'acide gallique (200 tg/ml): préparé dans l'eau distillée. 

-solution tampon tri-Hcl (PH 7,5- 20mM) 

- Solution de DPPH (0,1mM): préparée dans l'éthanol. 

- Solution de Fecl2 (0,6mM): préparée dans l'eau distillée (test de chélation du fer ferreux). 

- Ferrosine (5 mM): préparée dans le méthanol 807. 

- FeCl2: (0,6mM): préparée dans l'eau distillée (test de chélation du fer ferreux). 

- EDTA (100 .tg/ml) : préparé dans l'eau distillée. 

- FeCl2 (0,4%) : préparé dans de l'HCl 3,5% (test de peroxydation de l'acide linoléique). 
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- FeC13 (0,1%): préparé dans l'eau distillée. 

- TCA (10%) : préparé dans le tampon PBS (0.2M, pH 6,6) 

-Solution tampon phosphate(50 mmol/ I, pH = 7.4) 

-TBA (10 g/I) 

II. Méthodes 

1-Obtention des huiles essentielles 

1.1-Dispositif utilisé 

Le dispositif utilisé pour l'extraction de l'huile essentielle d'Ammoïdes (Ou Ptychotis) 

vertidilata est un extracteur semi industriel par l'entraînement à la vapeur d'eau. 

Ce montage est constitué d'un ballon métallique contenant 5 litres d'eau, placé au-

dessus d'une source de chaleur, et surmonté d'une enceinte également métallique contenant 

le matériel végétal, coupé en petits morceaux et placé sur une grille recouverte d'une 

compresse. 

Cette enceinte est elle-même reliée à des réfrigérants (Banquour, 1984) qui 

condensent les vapeurs d'eau que l'on recueille sous forme de distillât dans une fiole à 

décanter (photo 3). Après plusieurs essais d'extraction, nous avons opté pour une durée 

d'extraction de 3 heures. 

1.1.1.-Mode de purification de l'huile essentielle d'Ammoïdes verticillata 

Le distillât récupéré va être purifié (élimination de toute trace d'eau). Pour cela, on 

utilise un appareil appelé "trompe à vide", constitué d'un entonnoir en verre fritte, d'un 

erlenmeyer et d'un aspirateur. 

Le distillât est versé dans l'entonnoir préalablement lavé avec de l'acétone, contenant 

le Na2 5o4  qui a la capacité d'absorber toute trace de molécules d'eau. 

Pour éviter toute dégradation de l'huile due à l'action de l'air et de la lumière, notre 

échantillon est gardé au nos des tubes réfrigérateur à 4°c dans des tubes fermés et 

enveloppés de papier. 
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1.1.2-Le Principe 

Cette technique fait intervenir quatre étapes. 

V' Entrainement à la vapeur: 

On fait bouillir un mélange d'eau et de substance naturelle contenant le composé à 

extraire (huile essentielle).la vapeur entraine les huiles essentielles contenues dans le produit 

brut. Enfin on condense ces vapeurs à l'aide d'un réfrigérant. 

V' Relargage 

Les huiles essentielles que l'on désire extraire sont des composés organiques en partie 

solubles dans l'eau. Le relargage consiste à les rendre moins solubles dans l'eau en 

ajoutant du chlorure de sodium. De cette façon il sera plus aisé de récupérer ces huiles 

essentielles. 

V' Décantation 

On la réalise dans une ampoule à décanter dans laquelle le mélange précédent se sépare 

en deux phases non miscibles. Une phase aqueuse, en générale plus dense, se situe dans 

la partie inférieure et une phase organique, de densité plus faible et contenant la (ou les) 

huiles (s) essentielle(s) se situe au dessus. 

V' Séparation 

Afin d'éliminer le peu d'eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, on 

fait agir un déshydratant. 

Matériels et méthodes 	 Page 35 



Beidjord. A (2014): étude de l'effet antioxydant des huiles essentielles d'A,n,noïdes verticillata de la région de Tiemoen 

Relargage et décantation 	 séparation 

Ampoule à décante 

'Ki) 

IhI 
ess I' jile 

Photo O: Etapes obtention des huiles essentielles(Original) 
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1.2-Calcule du rendement en huile essentielle 

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse 

d'huile essentielle obtenue et la masse sèche du matériel végétale à traiter (Carré, 1953.In: 

Bekhchi, 2002). 

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

Rm t=m/mO x 100 

() e: rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage. 

(-) m : masse en gramme de l'huile essentielle. 

(-) m0  : masse en gramme de la masse végétale à traiter sèche. 

2. Activité antioxydante 

Les flavonoïdes sont des molécules connues pour leurs propriétés antioxydantes (Robak et 

Gryglewski, 1988). Afin d'évaluer cette activité antioxydante des extraits naturels de notre 

plante, des méthodes ont été adoptées qui sont: DPPH, ABTS, TBARS, pouvoir chelatant, 

pouvoir réducteur, 

2.1-Evaluation de l'activité anti oxydante par la mesure du pouvoir de piégeage DPPH 

L'activité anti oxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH*.  Le test 

de DPPH est réalisé selon la méthode décrite par Bruits et Bucar (2000) ; où 501.tl de chacune des 

solutions méthanoliques des HE testées à différentes concentrations sont mélangées avec 5m1 d'une 

solution méthanolique de DPPH (0,004%). Après 30 mm, l'absorbance est lue à 51 7nm. Paramètres de 

calcul de l'activité antioxydante: 

Pourcentage d'inhibition: Pourcentage d'inhibition du DPPH (1%) est calculé de la manière suivant: 

I%= (A blanc- A échantillon) xlOO/ A blanc 

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol), A échantillon: Absorbance du composé 

d'essai. - 1050 : Ce paramètre est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour 

diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement lié à la capacité antioxydante . - TC50 

C'est le temps atteint avec une concentration d'antioxydant égale à 1050. 

- Efficacité anti radicalaire EA: EA= 1/ 1050 x TC 50 harififar et al (2007) 
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2.2- Inhibition de la peroxydation lipidique par la méthode des TBARS 

Suivant La méthode de Choi et al. (2002) en utilisant une induction de la peroxydation lipidique par 

le couple acide ascorbique/sulfate de fer (réaction de Fenton) a été adaptée pour cet essai. A 600 tL 

d'extraits de plantes, est ajouté respectivement 300 j.tL de solution tampon Tris-HC1 (pH 7,5 ; 20 

mM), 500 iL d'acide linoléique (20 mM) et 100 tL de sulfate de fer (4 mM). La péroxydation débute 

après addition de 100 jiL d'acide ascorbique (5 mM). Le mélange réactionnel obtenu est incubé au 

bain marie à 37°C pendant 60 minutes. Après cette étape, 2 mL de TCA (10 %) sont ajoutés dans tous 

les tubes. Ensuite, à 1 mL d'aliquote recueilli dans chacun des mélanges réactionnels préparés 

auparavant, est ajouté I mL de TBA (I %). Les mélanges réactionnels obtenus sont placés dans un 

bain bouillant à 95°C pendant 20 minutes. L'acide gallique est utilisé comme molécule de référence. 

Un essai blanc est réalisé en remplaçant l'extrait par de l'eau distillée. L'absorbance est lue au 

spectrophotomètre à 532 nm et le pourcentage d'inhibition de l'acide linoléique est déterminé selon 

l'équation suivante: 

Inhibition (%) = (1- (DO essai / DO blanc)) xlOO 

2.3-Evaluation de l'activité anti oxydante par la methode ABTS: 

La détermination de piégeage des radicaux ABTS a été effectuée comme indiqué par 

Aazza et aI.(2011) Les essais ont été effectués en triple. La concentration de l'échantillon 

fournissant 50% d'inhibition (C150) a été obtenue en traçant le pourcentage d'inhibition en 

fonction des concentrations d'huiles essentielles. 

La solution de 1'ABTS à été préparée par solubilisation de !'ABTS dans de l'eau 

distillée et après 18 h, on prépare 12 épindofs contiennent 200 j.tl de méthanol et marquée sur 

les bouchons épindofs les dilutions par l'ordre de décroissance (1/2 jusqu'à 1/4096), dans le 

première épindof on introduit 200 1.11 de l'hydrolysat ou des extraits aqueux de Ammoides 

verticilata et on mélange bien puis à l'aide d'une micropipette on prend de chaque dilution 

200 l.tl et on le verse dans l'autre dilution et on homogénéise et on procède de la même 

manière suite jusqu'à la dernière dilution. 

Pour chaque dilution on prépare 3 tubes à épindofs qui constituent les trois répétitions 

qu'on met 900 ffl de la solution méthanolique de I'ABTS, puis on ajoute 25 jil de chaque 

dilution de l'huile essentielle ou de l'hydrodistillat qu'on laisse 6 minutes à l'obscurité et à 

température ambiante. 
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Une mesure d'absorbance d'un échantillon contenant 900 .tl de la solution de l'ABTS a 

été considérée comme témoin négatif Les absorbances sont mesurées directement par 

spectrophotomètre à 517 nm et après l'avoir taré et remis à zéro par du méthanol. 

2.4- Pouvoir réducteur 

Le test sur le pouvoir réducteur met en avant la capacité d'une molécule à réduire un oxydant en lui 

cédant un électron (Jayaprakasha et al., 2001) 

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode de Topçu et ses collaborateurs (2007) avec 

quelques modifications. Différentes concentrations d'extraits ou de l'antioxydant standard (BHT) sont 

mélangées avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 2,5 ml de ferricyanide de potassium 

[K3Fe(CN)6] (1%). Le mélange est incubé à 50°C pendant 20 min. Ensuite, 2,5 ml de TCA (10%), 2,5 

ml d'eau distillée et 0,5 ml de FeC13 (0,1%) sont additionnés et l'absorbance est lue à 700 nm contre 

un blanc qui contient tous les réactifs sauf le FeCl3. La valeur ECSO est la concentration de 

l'échantillon qui correspond à une absorbance égale à 0,5 et est calculée à partir du graphe de 

l'absorbance en fonction de la concentration de l'échantillon. 

2.5-Chélation du fer ferreux 

Le test sur la chélation des ions Fe 2  quand à lui, met en avant la capacité d'une molécule à fixer les 

ions Fe2+. Les ions Fe2+ jouent un rôle important lors de la production des radicaux libres notamment 

lors de la réaction de Fenton, qui survient à chaque fois qu'une molécule d'H202 est en contact d'ions 

Fe2+ et qui est à l'origine de la production des radicaux hydroxyl (OH), un des radicaux les plus 

réactifs. Le fer joue aussi un rôle dans la phase de propagation de la lipoperoxydation ainsi que dans la 

formation du radical 02-(Huang, et al., 2005) 

La capacité chélatrice s est déterminée selon la méthode de Le et ses collaborateurs (2007) qui est 

basée sur l'inhibition de la formation du complexe Fe 2-Ferrosine après le traitement des échantillons 

avec les ions Fe2 . Cinq cent microlitres des solutions d'extraits ou du chélateur standard (EDTA) à 

différentes concentrations sont additionnées à 100 ltl de FeCl2 (0.6 mM) et 900 .il de méthanol. Après 

5 min d'incubation, cent microlitres de ferrosine (5 mM) sont ajoutés, et le mélange est agité et laissé 

réagir pendant 10 min pour permettre la complexation du fer résiduel. L'absorbance du complexe 

Fe2 -ferrosine est mesurée à 562 nm. L'activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 

l'équation ci-dessous: 

Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x 10 

Ac: absorbance du contrôle. 

At: Absorbance du test. 
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Pour une caractérisation meilleure de l'efficacité des extraits, la concentration effectrice (EC50) 

définie comme la concentration de l'échantillon qui produit 50% d'effet chélateur ainsi que l'activité 

chélatrice exprimée en mg d'équivalent d'EDTA/g d'extrait sont calculées. 

2.6-Piégeage du radical hydroxyle: 

Le »OH est le radical libre extrêmement réactif formé dans les systèmes biologiques à partir 

d'anion superoxyde et le peroxyde d'hydrogène en présence des ions métalliques comme le 

fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et Freeman, 2001). Ce radical 

possède un électron libre avec un potentiel de réduction plus élevé (2310 mV) lui permet de 

réagir avec les lipides, les protéines les polypeptides et l'ADN particulièrement la thiamine et 

la guanine (Siddhuraju et Becker, 2007). In vitro, la capacité à piéger le radical hydroxyle 

par les extraits des plantes est basée sur la réaction de Fenton en mesurant la génération du 

radical 0H et son effet sur l'oxydation et la dégradation des molécules biologiques tels que 

le désoxyribose de l'ADN. Dans cette technique le système implique l'auto Oxydation du 

complexe Fe2+—EDTA dans un milieu aqueux pour former 02 qui est rapidement dismuté en 

H202 à pH 7.4. Après, ce dernier est interagit avec Fe2+ pour former les radicaux OH en 

présence de l'acide ascorbique comme catalyseur (réaction de Fenton) (H202 + Fe2+-

EDTA=OH + OH- + Fe3+—EDTA) La dégradation du désoxyribose par 0H dégage certains 

produits estimés en malonaldéhyde (MDA), d'un chromogène rose lors du chauffage avec 

l'acide thiobarbiturique et dans un milieu acide. La présence des anti-radicaux protège et 

diminue la production des MDA (Halliwell et al., 1987). Notant que, le rôle d'ascorbate est la 

réduction du Fe3+ en Fe2+ et cela provoque la réaction de Fenton (Fe3+—EDTA + ascorbate 

Fe2+—EDTA + ascorbate oxydé).La méthode de désoxyribose adoptée dans cette étude est 

celle de Halliweil et al (1987). Le mélange réactionnel contient les réactifs suivants: 0.4 ml 

de la solution tampon phosphate (50 mmol/ 1, pH = 7.4), 0.1 ml de l'extrait à différentes 

concentrations, 0.1 ml de I'EDTA (1.04 mmol/l), 0.1 ml de FeC13 (1 mmol/l) et 0.1 ml de 2-

désoxyribose (60 mmol/l). La réaction est commencée par l'addition de 0.1 ml de l'acide 

ascorbique (2 mmol/l) et 0.1 ml de H202 (10 mmol/l). Après l'incubation à 37°C pendant 1 

heure, I ml de l'acide thiobarbutinque (TBA) (10 g!l) est ajouté dans le milieu réactionnel 

suivi par 1 ml de l'acide chlorhydrique (HC1) (25%). Les mélanges sont placés au bain marie 

à 100°C pendant 15 min et puis sont refroidit avec de l'eau. L'absorbance des solutions est 

mesurée à 532 nm avec le spectrophotomètre contre le blanc. La capacité du piégeage du 

radical hydroxyle est évaluée avec le pourcentage d'inhibition de l'oxydation de 
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2-désoxyribose par les radicaux hydroxyles. 

Le pourcentage du piégeage est calculé en basant sur la formule suivante: 

Pourcentag due piégeage %=[Ao(A1A2)]*  100/A0 

Où: 

A0  : représente l'absorbance du contrôle sans extrait, A 1 représente l'absorbance après 

l'addition de l'extrait et de désoxyribose, A2représente l'absorbance de l'extrait sans 

désoxyribose. 

Matériels et méthodes 	 Page 41 



Beldjord.A., (2014):évaluation de l'activité antioxydant des huiles essentielles d'Ammoides Verticillata de la région de Tlemcen. Master., A P V 

Chapitre V : résultats et discutions 

1- Propriétés organoleptique de l'huile essentielle extraite 

L'examen organoleptique de cette huile (tableau 07) consiste en un essai olfactif, 

toutefois, il est nécessaire de décrire l'aspect de ces huiles essentielles et de leurs saveurs. 

Tableau 07: Caractères organoleptiques des huiles essentielles d'Amnwides 

verticillata. 

Huiles essentielles 

D 'Ammoides verticillata 

Couleur Aspect Odeur Saveur 

Jaune Liquide mobile 

limpide 

Aromatique Forte et 

piquante 

2- Rendement en huile essentielle 

- Calcule des rendement des feuilles et fleurs 

Nous avons constaté que les rendements de la partie fleurs de Ternny et Ouziden sont 

plus importants que ceux de la partie feuilles, par contre le rendement de la partie fleurs de la 

station Beni Snous est plus important que la partie feuilles. 

L'extraction de notre échantillon effectué par hydrodistillation a fourni un 

rendement moyen en ME variable compris entre 1% à 3.7% obtenus à partir des trois stations. 

On constate que les rendements de la partie feuilles de la station de Ternny est plus importants 

que celui de Beni Snous et Ouziden par contre les feuilles enregistrent le taux de rendement le 

plus faible (Figure 08). 

L'étude phytochimique d'Ammoides verticillata effectuée par Ahmed Brahmi et 

Haddam (1998), leur a permis d'obtenir des rendements en huiles essentielles variable allant 

de 1.38 à 3.92%. 

D'autre part, les rendements en huile essentielle de cette espèce obtenus par Chiali et 

Elaihar (2000) sont compris entre 2.52 et 3.29%. Ces résultats sont très proches de nos 

résultats. 
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En outre, les résultats obtenus par Katzer (1998) sont supérieurs que les notres car il 

avance que le rendement en huile essentielle des graines d'Ammoides verticillata varie entre 

2.5 et 5%. 

Figure 08: rendement en huiles essentielles obtenus par les différents stations 

<(feuilles et fleures ». 

Dans une autre étude réalisée par Bekhechi (2002), le rendement moyen en huiles 

essentielle des échantillons d'Ammoïdes verticillata ont donné un taux qui varie entre 2.7 et 

5.3%. 

D'après El Ouariachi et aI. (2011), l'extraction de l'huile essentielle par 

hydrodistallation de la partie aérienne de A. verticillata récoltées à partir d'Ahfir (Maroc) 

donne des rendements de 2%. 

Par ailleurs, le rendement en huile essentielle des grains d'Ammoides verticillara (plante 

cultivée en Inde) obtenue par hydrodistillation varie entre 4 et 6% (Guenther, 1950; 

Narayanan et aI., 1966). 

Ces observations nous permettent de supposer que les différences des teneurs en huiles 

essentielles d'Ammoides verticillata sont étroitement liées aux conditions culturales, tant 

climatiques; dispersion géographique, altitude; nature du sol. Desjobert et aI. (1997) 
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avancent que l'étude complète des huiles essentielles doit passer par la prise en compte des 

facteurs édaphiques et pour l'obtention d'un meilleur rendement, il est nécessaire de 

V' 	 Choisir un étage bioclimatique semi-aride, tempéré doux. 

V' 	Le sol doit être limoneux-argileux-sableux à texture équilibrée ou argilo- 

siliceux. 

w' 	Faire l'extraction des huiles essentielles par la méthode d'hydrodistillation. 

3- Évaluation de l'activité antioxydant des huiles essentielles d'Ammoides 

verticillata 

L'activité antioxydant peut être due à différent mécanisme, dont parmi la prévention de 

l'initiation de l'altération des chaînes, la décomposition des peroxydes, l'abstraction 

continuelle d'hydrogène, capacité réductrice (Bounatirou et al. 2007). La capacité 

antioxydante de molécules peut être évaluée soit in vivo, sur des organismes vivants, soit in 

vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomène physiologique. Pour évaluer l'activité 

antioxydante, in vitro, des extraits naturels, différentes méthodes ont été développées. Ces 

méthodes impliquent le mélange d'espèces oxydantes, tels que des radicaux libres ou des 

complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants capables 

d'inhiber la génération de radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes 

majeurs, par transfert d'atome d'hydrogène ou par transfert d'électron (Prior et al., 2005). A 

travers l'étude bibliographique, il apparaît clairement qu'une seule méthode ne suffit pas pour 

caractériser une prévision complète de l'efficacité antioxydante. Ainsi, compte tenu des 

différents facteurs impliqués, tels que les propriétés physico-chimiques des molécules, il est 

recommandé d'utiliser plusieurs tests pour confirmer une activité antioxydante (Rolland, 

2004). Donc nous avons choisi le test d'ABTS, du DPPH, du TBARS, le piégeage du radical 

hydroxyl et l'activité chélatante afin d'évaluer l'activité antioxydante de nos huiles 

essentielles; ceci nous permettra de mieux généraliser les résultats. 

3-1- Piégeage du radical DPPH 

L'activité antioxydante est tributaire de la mobilité de l'atome d'hydrogène du 

groupement hydroxyle des composés phénoliques de l'huile essentielle. En présence d'un 

radical libre DPPH, l'atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule 

stable DPPH, ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et également 
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l'absorbance au cours du temps de réaction jusqu'à l'épuisement de la capacité d'antioxydant 

donneur d'hydrogène (Masuda et al., 1999 ; Villano et al., 2007). 

Le DPPH présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des 

substances antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pâle, le virage vers cette coloration et 

l'intensité de cette coloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la 

substance anti-radicalaire (Rolland, 2004). 

L'utilisation du radical par le DPPH a le même mécanisme que celui des antioxydants 

des aliments (Bounatirou et al., 2007). 

Le radical DPPH a été fortement inhibé par les huiles essentielles les différentes parties 

des plantes des différentes stations étudiées (Figure 09), cette bonne activité s'est manifesté 

par des concentration inhibitrices de 50% des radicaux libre (1050) de l'ordre de 0,1316 et 

0,1541mg/ml pour les feuilles des stations Terni et Ouzidane et avec une activité plus poussé 

pour les fleurs des deux stations avec des 1050 de l'ordre de 0,07852 et 0,1232mgIml. La 

station de Beni Snous a révélé une activité antioxydante plus importante que les deux autres 

stations qui s'est traduit par des 1050 de l'ordre de 0,07647 et 0,07881 mg/ml. 
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Figure 09 : l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides certicillata par 

la méthode DPPH. 
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Selon Amarti et aI., (2010) qui ont étudié l'activité antioxydante de quatre espèces de 

thym du Maroc, qui ont enregistré un bon effet antioxydant tell que T. capital us , T. ciliatus et 

T.bleicherianus avec 1050 0,069mg'ml, 0,074mg/ml et 0,078 mg/ml respectivement, Ces 

résultats montrent que l'huile essentielle de Thymus ciliatus possède une bonne activité 

antioxydante. 

Comparée à une étude faite par Bounatiron et aI. (2007) sur les huiles essentielles de 

Thymus cap italus de Tunisie, les huiles essentielles de T. ciliatus ont donné une activité 

antioxydante nettement supérieure que celle de Tcapitalus et qui ont enregistré un taux 

d'efficacité antioxydante de l'ordre de 82,7±4,7% pour une concentration de l'ordre de 

0,5mg/ml. La même concentration a été faite en comparant l'efficacité antioxydante des 

huiles essentielles de notre étude avec celles obtenues par Tepe et al. (2005) en étudiant 

Tsipyleus et avec des 1050 de l'ordre de 0,22 mglml pour Tsipyleus subsp. Sipyleus var. 

rosulans et 2,67 mg/ml pour Tsipyleus subsp. Sipyleus. De même, dans une étude faite sur les 

huiles essentielles de Tspathulzfolius Sokmen et al. (2004) ont trouvé une 10 50 de l'ordre de 

0,243 mglml. 

3-2- Inhibition de la peroxydation lipidique par la méthode des TBARS 

La figure 10 nous donne une idée sur l'importante efficacité des huiles essentielles des 

différentes stations étudiées à inhiber le peroxyde lipidique détecté par la méthode TBARS 

avec des 1050 de l'ordre de 0,0296 mg/ml et 0,0225mg1m1 (respectivement pour les fleurs et 

feuilles) pour la station de Terni, 0,0378 et 0,0551 mglml pour la station de Ouzidane et de 

0,0361 et 0,09 l8mg/ml pour la station de Beni Snous. 

Dans une étude réalisée par Dandlen et al., (2010), l'activité antioxydante évaluée par 

la méthode TBARS a également montré une très bonne capacité antioxydante tell que T ygis 

subsp sylvestris , avec 1050  = 0.066 à 0.087 mg/ml. Ces résultats montrent que l'huile 

essentielle de Thymus ciliatus ssp eu-ciliatus possède une activité antioxydante mais elle est 

sensiblement moins efficace. 
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Fi2ure 10 : l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides certicillata par 

la méthode TBARS. 

Hazzit et al. (2009) ont enregistré une activité antioxydante similaire à la notre en étudiant 

les huiles essentielles de T.algeriensis de Chréa à 800m d'altitude (1050 =0,1067 mg/ml) par 

contre la même espèce de T.algeriensis de Chréa mais récolté à une altitude de 1500 m s'est 

révélé non active. Dans la même étude Tpallescens récolté de plusieurs régions sont 

démontré des efficacités antioxydantes moins importantes comparées à T.ciliatus. Dans 

l'étude de Viuda —Martos et aL (2010) Thymus vulgaris à démontré une forte activité 

antioxydante testé par la méthode de TBARS avec une 1050 de 0,090 mg/ml. 

Bounatiron et al. (2007) ont aussi enregistré une bonne efficacité antioxydante des huiles 

essentielles de 'f.capitalus en floraison et en poste floraison avec des 10 50  inférieurs à 0,1 

mg/ml par contre le stade végétatif donne une efficacité moindre avec des 10 50  supérieures à 

0,25 mg/ml. 

3-3- Piégeage du radical ABTS 

Le radical ABTS préformé est généré par l'oxydation de la molécule stable d'ABTS avec 

le persulfate de potassium (Re et al., 1999). La méthode d'A-BTS présente une coloration 

bleue turquoise lorsqu'il est piégé par des substances antioxydantes. La forme réduite confère 

à la solution une coloration jaune, le virage vers cette coloration et l'intensité de la coloration 

de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et la puissance 

de la substance anti-radicalaire (Miguel, 2010). 
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Les résultats de l'activité antioxydante par le piégeage du radicale ABTS montrent que 

les huiles essentielles d'Ammoides verticillala possèdent une importante activité avec des 

concentrations d'1050 comprise entre 0,00472 mglml et 0,00395mg1m1 pour les stations de 

Tirni et Ouzidane et de moins de 0,0022 mg/mi pour la station de Beni Snous. 
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Figure 11: l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides certicillata par la 

méthode ABTS. 

Nos résultats ont donné une efficacité antioxydant évaluée par la méthode ABTS 

nettement meilleurs à ceux enregistré par Bakchiche et al. (2013) en étudiant les huiles 

essentielles d 'Artemisia campestris (1050 = 1 013 mg/ml) et Juniperus phoenica (1050 

=2 ,020mg/ml) par contre Ozturk (2012) en étudiant les huiles essentielles de Salureja 

thymbra a enregistré une activité antioxydante sensiblement similaire à nos huiles essentielles 

avec une 1050 de 0,0093 mg/ml. 

3-4- Pouvoir réducteur 

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction d'oxydo-réduction entre 

l'extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer. Le ferricyanure de potassium 

K3Fe(CN)6 fournit des ions Ferriques (Fe 3 ) qui seront réduits en Ferreux (Fe 2 ) par les 
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antioxydants présents dans l'extrait végétal. Le pouvoir réducteur est déterminé selon la 

méthode décrite par Oyaizu (1986). 

La figure 12 nous donne une idée sur l'efficacité de nos huiles essentielles des différentes 

stations pour réduire les ions Ferriques (Fe 3 ) en Ferreux (Fe 2 ). Cette réduction est fortement 

liée aux concentrations de ces huiles essentielles. 
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Figure 12 : l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides certicillata par la 

méthode du pouvoir réducteur. 

Plusieurs auteurs ont étudié le pouvoir réducteur des huiles essentielles de pluieurs 

espèces de Lauraceae d'Himalaya (Joshi et al., 2010), Myrtus communis var. italica (Wannes 

et al., 2010), Hymenocrater Iongy'lorus (Ahmadi et al., 2010), Origanum onites L. (Ozkan 

et al., 2010) et Psammogeton canescens (Gholivand et al., 2010). Dans ces cas l'activité 

antioxydante mesurée par le piégeage du radical DPPH s'est avéré faible que les auteurs 

l'attribue à la faible concentration de composés phénoliques présentes dans ces huiles par 

contre le pouvoir réducteur s'est révélé plus efficace et a donné des résultats similaires 

références (acide ascorbique) même à forte concentrations. 
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3-5- Pouvoir chélateur du fer 

Pour évaluer le pouvoir chélateur d'un extrait donné, le composé stabilisant le plus utilisé 

est la ferrozine (Zhao et al., 2006). En effet, la ferrozine forme avec le fer libre, présent dans 

un milieu réactionnel, un complexe ferrozine-Fe 2  de couleur violette intense. La 

quantification de ce complexe par spectrophotométrie à 562 nm dans un milieu de 

concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la 

capacité des extraits à chélater cet élément. Plus la coloration de la solution contenant l'extrait 

testé est claire, plus le pouvoir chélateur est important. 

L'étude de l'activité chélatante des huiles essentielles d'Ammoides verticillata a révélé 

une non activité chélatante des différentes huiles essentielles des différentes stations et parties 

des plantes étudiées. 

Dans une étude faite par Bounatirou et al. (2007), ils ont constaté que les huiles 

- essentielles de Thymus capitalus Hoff. et Link. n'ont pas démontré une activité chélatante, le 

même constat a été fait avec Sarikurkcu et al. (2010) en étudiant les huiles essentielles de 

Thymus longicaulis C. Presi subsp. longicaulis var. longicaulis. Par contre, Viuda-Martos et 

al. (2010) ont constaté une activité chélatante avec une 10 50  de l'ordre de 17,32 mg/MI en 

étudiant les huiles essentielles de Thymus vulgaris d'Espagne. 

En étudiant l'effet chélatant des huiles essentielles de Myrtus communis Wannes et al., 

(2010) ont constaté que les fleurs ont exercé un effet chélatant contrairement aux feuilles et 

tiges qui n'ont pas démontré une activité chélatante. 

3-6- Piégeage du radical hydroxyle 

Ce test consiste à évaluer la capacité, de l'extrait de plante, à piéger les groupements 

hydroxyle (OH) formés par la réaction de Fenton: 

EDTA-Fe2 + H202 	"0W + 0H + EDTA-Fe3  

Les 0H générés, qui ne sont pas piégés, attaquent et dégradent le désoxyribose et les produits 

de dégradation sont révélés par l'acide thiobarbiturique. L'activité de piégeage des radicaux 

hydroxyles est étudiée en mesurant leurs capacités à prévenir la dégradation oxydative du 

désoxyribose, selon un test développé par Lopes et al. (1999). 
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Les huiles essentielles d'Ammoides verticillata ont exércées une excellent activité 

antioxydante (Figure 13) par le piègeage du radical hydroxyle en enregistrant des 1050 de 

l'ordre de 0,01876 et 0,01761 mg/ml (respectivement pour les fleurs et les feuilles) pour la 

station de Terni, 0,03545 et 0,00586 mg/ml (respectivement pour les fleurs et les feuilles) 

pour la station d'Ouzidane et la meilleure activité a été enregistré avec la station de Beni 

Snous avec des 1050 de l'ordre de 0,00066 et 0,00095 mg/ml (respectivement pour les fleurs 

et les feuilles). 
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Figure 13 : l'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides certicillata par la 

méthode de piégeage du radical hydroxyle. 

L'habilité des huiles essentielles de Thymus marschallianus et Thymus proximus à 

piéger le radical hydroxyle a été évaluer par Jia et al. (2010) en utilisant la méthode de 

safranine. Ces auteurs ont reporté que la première huile essentielle a été plus efficace que la 

deuxième dans le piégeage du radicale hydroxyle et que ces huiles essentielles étaient 

composés principalement par thymol,p-cymene and y-terpinene. 

Résultats et discussion 	 Page 51 



Beldjord.A., (2014):évaluatlon de activité antioxydant des huiles essentielles d'Ammoides Verticillata de la région de Tlemcen. Master., A P V 

Dans une autre étude faite par Dandlen, et aI. (2010) sur différentes espèces de Thymus 

collectée dans différentes régions du Portugal, les huiles essentielles de Thymus camphoratus 

Hoffmanns. & Link, Thymus caespititius Brot., and Thymus capitellatus Hoffmanns. & Link 

des différentes régions possèdent une grande habilité à piéger le radical hydroxyle par rapport 

aux autres espèces collectées. Ces auteurs ont constaté que le Borneol, camphor, a-terpineol, 

1 ,8-cineole, camphene, a-pinene and p-cymene étaient les composés majoritaires de ces 

plantes. Par contre les plantes dont les composés majoritaires étaient le thymol et la carvacrol 

ne possédait pas une forte activité et que ces composés phénoliques ne possèdent pas une 

habilité déterminante à piéger le radical hydroxyle. 

Dans une autre étude faite par Singh et aI. (2010) ont constaté que les huiles essentielles 

des feuilles d'Ageralum scoparia Waldst. & Kit. Ont exercé une forte activité de piégeage du 

radical hydroxyle. Comparé aux huiles essentielles, les composés majoritaires, 3-myrcene et 

p-cymene, ont exercés une faible activité. Dans un autre contexte, les feuilles matures ont 

exerçé une forte activité comparé aux jeunes feuilles. 

L'activité des huiles essentielles à piéger le radicale hydroxyle est dose dépendante (Jia 

et al., 2010). 
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Conclusion 

Cette étude se voulait une contribution à la connaissance de quelques activités 

antioxydantes des huiles essentielles de la plante Ammoides verticillata qui appartient à la 

famille des Apiacées. 

L'obtention de l'huile essentielle par hydrodistillation reste une méthode simple et 

efficace, et donne un rendement intéressant. Le calcule de rendement moyen en huile 

essentielle de notre plante nous a révélé une valeur importante comprises entre 1 et 2,6% pour 

les feuilles et de 2 à 3,6% pour les fleurs. 

L'activité antioxydante des huiles essentielles d'Ammoides verticillata a été également 

étudiée par cinq tests le premier du radical libre DPPI-I, l'ABTS, le TBARS le pouvoir 

réducteur et enfin l'activité chélatante. D'après les résultats du test effectué par le DPPH, nous 

avons constaté qu'à la plus grande concentration utilisée qui est de 1,405 mg/ml nous avons 

obtenu un pourcentage d'inhibition de 96,45% et la plus grande concentration 0,03 5mg/ml 

pour l'ABTS donne un pourcentage d'inhibition égale à 92,058% et encore la plus grande 

concentration de l'ordre de 0,31 67mgIml pour le TBARS donne un pourcentage d'inhibition 

égale à 93,65% la plus grande efficacité de ces huiles a été remarqué sur la réduction du Fer 

avec des absorbances remarquables. 

L'étude de l'activité chélatante des huiles essentielles d'Ammoides verticillata a révélé 

une non efficacité chélatante. 

Et enfin on conclut que cette espèce végétale n'a pas fait l'objet de beaucoup d'études, 

pour cette raison, il sera intéressant de se focaliser sur l'étude de la variabilité de la composition 

chimique en tenant compte de l'âge de la plante, de la période et du lieu de récolte, etc... Ceci 

- va permettre d'observer les différents changements sur les plans qualitatifs et quantitatifs des 

huiles essentielles afin d'estimer à quelles conditions ou à quelle période ces huiles essentielles 

pourrait avoir une activité intéressante. 
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