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RESUME

RESUME

Les huiles essentielles de Daucus gracilis endémique, provenant de trois stations dans Ia région
de Tlemcen, obtenues par hydrodistillation, ont été analysées par les méthodes chromatographiques
(CPG & CPG/SM).

Les résultats des microanalysesont permis I’identification de 50 composés représentant
93.90% de la composition chimique. Il est & noter que les compos€s oxygénés représentent la
fraction la plus prépondérante (plus de 65%). Elle constituée de monoterpénes (65.3%) et
sesquiterpénes (2.3%). Les constituants majoritaires sont : 2-méthylbutyl-2-méthyl butyrate
(23.2%)), linalol (12.6), 2-méthylbutyl isobutyrate (12.4%), 3-méthylbutyl isovalérate (9.7%),
2-méthylbutyl isovalérate (6.7%), citronellylisobutyrate (4.1%) , isopentyl-2-méthyl butyrate
(3.7%), myrcéne (2.7%), isobutylisovalérate (2.4%).Une proportion relativement faible en
terpenes (9.5%) et sesquiterpénes hydrocarbonés (2.5%) es aussi présente dans I’huile.

Les tests sont menés sur quatorze souches microbiennes dont neuf bactéries, deux
champignons et trois levures impliqués dans des infections nosocomiales et alimentaires. Les
résultats démontrent le potentiel trés intéressant des huiles essentielles de Daucus gracilis sur
plusieurs pathogénes. Leurs activités sont comparables 4 ceux des antibiotiques et antifongiques
pris comme références.

D’autre part, des essais d’évaluation du potentiel antioxydant de I’huile essentielle révélent
une activité perceptible a des concentrations élevées,

Mots clés : Daucus gracilis, Huiles Essentielles, activité antimicrobienne & antioxydante, DPPH,
FRAP.

T



-Table des matieres-

TABLE DES MATIERES
Dedicace................................. 1 2.1. Introduction. .. . 14
Remerciements............................. 1 2.2.Modes d’actlon des huﬂes essentlelle
Résumé. .. . I contre les bactéries..................... 14
Table des matleres e v
Introduction genérale e | 2.3.Les principales techniques de

PREMIERE PARTIE détermination de I'activité
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE antimicrobienne des HE... ... ... . 14
3. Activité antioxydante ...................... 15
CHAPITRE 1 3.1. Introduction........................ 15
3.2. Les radicaux libres......... ... 16
ETUDE BOTANIQUE DE Daucus gracilis 3.3.Activité antioxydante
ENDEMIQUE et les antioxydants .. v 16
1. Introduction. .. 4 3.4. Méthodes d’evaluatlon de
2. Description de la fam1lle des Apzacees 4 Pactivité antioxydante............... 18
3. Description de genre Daucus... 4 Références Bibliographiques. .. ... ..... 19
4. Daucus présents en I’ Algérie .. 4
5. Présentation générale de la plante DEUXIEME PARTIE
étudice .. e S ESSAIS EXPERIMENTAUX
5.1 Hlstorlque . cee S
5.2. Description de l espece daucus CHAPITRE 1
gracilis steinheil ... 5
5.3. Taxonomie .. e e 6 EXTRACTION ET CARACTERISATION DES H.E
6. Travaux anteneures sur les Daucus DE LA PARTIE AERIENNE DE Daucus gracilis
présentsen Algérie ...................... 6 LExtraction de la partie aérienne de
Références Bibliographiques................... 7 Daucus gracilis .. .. ... ... ... ... 20
CHAPITRE I 1. Introduction... . 20
2. Cueillette et conservatlon de la plante 20
NOTIONS SUR LES HUILES ESSENTIELLES 3. Extraction des H.E de Daucus
1. Introduction. .. PRI | gracilis endémique. .. . 20
2. Définition .. . T 4.Caractérisation des hulles essentlelles 22
3. Répattition et localisation. .. e 8 Références Bibliographiques... ... ... .. 26
4. Propriétés physiques .. 9

5. Composition chlmlques des hulles

CHAPITRE 11

essentielles. .. 9
6. Les chemotype -~ 9 ACTIVITES ANTIMICROBIENNE ET
7. Utilisation des hulles essentlelles et ANTIOXYDANTE DES H.E DE Daucus gracilis
leurs activités . ) 10
8. Toxicité des hulles essentlelles ......... 10 1. Introduction. .. e, 27
9. Méthodes d’extraction des huiles I1. Activité antlmlcroblenne e 27
Essentielles .. . .10 1. Méthode de diffusion sur gel. e, 27
10. Les méthodes d’ldentlﬁcatlon des 2. Méthode de dilution en milieu liquide.. 27
huiles essentielle........................ 11 3.Etude de I’activité antimicrobienne
Reéférences Bibliographiques................ 13 du Daucus gracilis... ... ... ... 28
II Activité antioxydante...................... 30
CHAPITRE I Références Bibliographiques.................. 34
TESTS BIOLOGIQUES Conclusion générale............. 35
1. Introduction ........................ 14
2. Activité antlmlcroblenne 14

SIE



- Introduction Générale -

INTRODUCTION GENERALE

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur l'organisme.
On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles présentent en effet des
avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus [1].

Depuis I’antiquité, les plantes aromatiques furent utilisées le plus souvent par les parfumeries.
Cependant, durant ces derniéres décennies, elles sont devenues sources d’antioxydants naturels et
d’agents antimicrobiens [2].

Aujourd'hui, les traitements 3 base des plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des
medicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu & peu adaptés aux médicaments et

leur résistent de plus en plus [1].

Cependant, des études toxicologiques ont jugé certains antioxydants synthétiques comme
sources de danger. La recherche de nouveaux antioxydants naturels est I’objectif de nombreux
industriels et scientifiques. Dans la littérature, des milliers de publications ayant pour sujet les
antioxydants naturels ainsi que leur effet sur Porganisme humain peuvent étre consultées
[3] Récemment plusieurs antioxydants ont été isolée a partir la matiére végétale [4-5].

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthése de molécules odorantes
qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles (H.E) connues depuis longtemps pour leur
activité antiseptique et thérapeutique dans la médecine populaire [3].

D’une maniére générale, 1’aromathérapie s’intégre dans le cadre de la phytothérapie ; elle peut
se deéfinir comme une thérapeutique naturelle utilisant les huiles essentielles végétales par voie
interne ou externe pour soigner ou prévenir les maladies [6].

Ainsi, les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d'intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives[7],qui ont des activités biologiques de propriétés
antibactériennes, antifongiques et antioxydants notables [8,9].

Empiriquement reconnue depuis des siécles, la confirmation scientifique de I'activité
antimicrobienne des H.E est récente. Elle ne date que du début du siécle demnier avec les travaux
du Dr GATTEFOSSE, le pére de I'aromathérapie en France [10]. Ces propriétés antimicrobiennes
sont dues 4 la fraction des H.E contenue dans les plantes [3].

L'aromathérapie, l'art de soigner par les huiles essenticlles, est devenue une science
méthodique depuis quelle repose sur une classification de ces huiles selon leur capacité a lutter
contre les bactéries [1]. Les huiles essentielles sont été considérées comme les agents
antimicrobiens les plus efficaces présents dans ces plantes [3].

Les huiles essentielles sont connues pour posséder une activité antimicrobienne contre un
large éventail spectre de bactéries et de champignons [11].
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La famille des Apiacées a été utilisée comme épice ou drogue particuliérement suite 4 leurs
huiles essentielles. Une douzaine des produits médicinaux d'herbes importants de cette famille
botanique sont décrits dans quelques Pharmacopées. Ils possédent des propriétés antiseptique,
expectorant diurétique, carminative, les actions de spasmolytique etc. [11].

Le genre Daucus qui appartient a cette famille est trés connu par son utilisation quotidienne et
dans la médecine traditionnelle comme diurétique, antiseptique, etc. Ces derniéres années, les
huiles essentielles de ce genre 13 est trés étudié a 'échelle mondiale surtout en méditerranée.

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a une plante appartenant au genre Daucus
appelé Daucus gracilis, plante endémique de la région de I’ouest d’Algérie. Cette étude porte sur
Iextraction des H.E et leur caractérisation chimique par les méthodes chromatographiques (CPG
& CPG/SM). Cette étape est suivie d’essais de valorisation des huiles obtenues pur des
applications futures.

Pour atteindre ces objectifs les laboratoires, cités ci-dessous, ont apportés leur contribution :

v’ Laboratoire des Substances Naturelles & Bioactives (LASNABIO) - Département de
Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid , Tlemcen.

v" Laboratoire de Chimie des Produits Naturels (CPN) - Université de Corse, France.

v' Laboratoire de Chimie Organique, Substances Naturelles & Analyse (COSNA) -
Département de Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.
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- Chapitre I : Etudes botanique de Daucus gracilis endémique -

CHAPITRE I : ETUDES BOTANIQUE DE
Daucus gracilis ENDEMIQUE

I.1. Introduction

La famille des Apiacées (Apiaceae), appelée anciennement Ombellifere ( Umbelliferae),
comprend prés de 3000 espéces réparties en 420 genres qui sont surtout présentes dans les régions
tempérées du monde. Cest une famille relativement homogene, caractérisée notamment par son
inflorescence typique, l'ombelle [1].

L’Apiacée est une famille trés importante dans la flore Algérienne ou elle est représentée par
55 genres. La détermination des espéces appartenant a cette famille est délicate et doit toujours
porter sur des échantillons complets, présentant en particulier des fruits miirs [2].

L.2.Description de la famille des Apiacées

L’Apiacée est une vaste famille complexe regroupant des plantes herbacées annuelles,
bisannuelles ou vivaces, et parfois des arbustes, sa description botanique peut se décrire comme
suit :

Les feuilles : sont alternes, souvent grandes et pennatifides (découpées en lobes profonds) mais
aussi simples. Leur base est souvent engainante et élargie.

La forme des fleurs : a valu a cette famille son ancien nom; ce sont des ombelles composées le
plus souvent d'une ombelle primaire, avec ou sans bractées, dont chaque branche ou rayon porte
une ombelle secondaire (ombellule) avec ou sans bractées secondaires (bractéoles).

Les fleurs : sont souvent petites, & cinq parties; les petales toutes de méme taille ou nettement
irrégulieres, les fleurs externes d'une ombelle pouvant avoir des pétales externes nettement plus
grands que les autres.

Les fruits : sont souvent déterminants pour identifier genres et especes se ressemblent. Du fait de
leurs groupes de petites fleurs en ombelles qui offrent un abondant nectar et une bonne plate-
forme d’atterrissage, les ombelliferes sont particuliérement appréciées par les insectes
pollinisateurs [1].

L3.Description de genre Daucus
Daucus vient de mot grec daucos : nom donner par les grecs a diverses familles de la carotte [3].

Daucus est un genre de plantes herbacées de la famille des Apiacées (Ombelliféres) dont
l'espéce la plus connue est la carotte cultivée. Ce genre est composé de 600 espéces a travers le
globe terrestre, Il semble avoir son centre de dispersion dans la région de la Méditerranée, en
particulier en Afrique du Nord. Ce genre est trés polymorphe et de détermination délicate.
L'¢tude des fruits est toujours indispensable [2, 4.5].

L.4.Daucus présents en Algérie

Dans I’Algérie , on compte 1’existence de l1especes et 8 sous espéces de genre Daucus
dont certains sont endémique et d’autre non [2,5] :

» D. virgatus (Poiret) Maire et Trab .
» D. Reboudii Coss.

» D. Durieua Lange.

» D. setifoliusDesf.

N A



- Chapitre I : Etudes botanique de Daucus gracilis endémique -

» D. crinitusDesf.

» D. Carotal. (sensu lato)[ssp. sativus DC., ssp . Carota (L.) Thell,ssp . mauritanieus
(L. non Lamk), ssp. maximus (Desf) Batt.ssp . hispanicus (Gouan) Thell., ssp.
parviflorus (Desf.) Fiori, ssp. dentatus (Bert.) Fiori, ssp. maritimus (Lamk) Spreng.]

» D. gracilis steinh .

» D. sahariensis Murb.

» D. biseriatus Murb.

» D. aureus Desf.

» D. muricatus L.

LS. Présentation générale de la plante étudiée
L5.1.Historique

STEINHEIL Adolphe a été attaché a ’armée d’Afrique comme pharmacien militaire, et il a
résidé 4 Bone. 11 explora les environs de ville dans les limites que permettait alors la soumission
imparfaite du pays, il profita de toutes les connaissances militaires pour y étendre le cercle de ses
herborisations. 11 a analysé et d’écrit presque toutes les especes qu’il a recueillies, se proposant
d’utiliser plus tard ces documents pour une Flore de Barbarie ; et en 1938, 1l a fait la description
d’une espece nouvelle de Daucus : Daucus gracilis [6].

On sait qu'on appelle endémique d'un pays donné une espéce animale ou végétale qui est
spéciale a ce pays [7],et d’aprés ce qu’on a comme information cette plante est endémique[4].

L.5.2.Description de I’espéce daucus gracilis steinheil

Fig.1 : Daucus gracilis steinh.

Daucus gracilis steinh. est une plante annuelle, gréle, s’élevant 4 la hauteur d’un pied & dix-
huit pouces (40 cm), elle a

Racine : petite, fibreuse, pivotante, simple, d’un blanc-jaunitre, munie seulement de quelques
fibrilles latérales.

Tige : droite, gréle, peu rameuse garnie a la base de quelque écailles formées par la gaine
petiolaire des premiéres feuilles qui sont tombées ; au dessus de ces &cailles elle est glabre,
lisse, finement striée de lignes violettes, légerement flexueuse & peine anguleuse.

Feuilles : radicales tripinnées ; les caulinaires sont alternes, distantes, plus courtes que les
entre-nceuds ; le pétiole est réduit a la partie inferieur engainante, membraneuse sur les bords
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qui sont fortement ciliés ;limbe commengant immédiatement au-dessus de la gaine ,bi et
tripinné a division allongées, linéaires, trés étroites, terminées par une petite pointe |,
divariquées presque glabres, et portant seulement de distance en distance un petit poil court.
Inflorescence : généralement oppositi-feuille et centrifuge.

Ombelles : longuement pédonculées, & rayons peu nombreux, inégaux, ceux du centre étant
plus courts, ascendants, longues pédonculées, contractées 4 la fructification, petite, les rayons
quelques-uns, inégal, glabre.

Bractées : pennatiséquées , linéaire, plus courte que I'ombelle, glabre. ,

Fruits ; jaune; crétes secondaires avec une rangée d'épines, les1.5-2 fois plus long que la
largeur du fruit, légerement évasée a la base, mais pas confluentes, faisceaux vasculaires trés
petite, triangulaire dans la section.

Pétales : styles de longueur ; jaunatres ou blanc rosé, inégale pédicelles glabres.

Distribution : En Algérie, Daucus gracilis steinh. est assez abondante aux environs de Bone, sur
les collines, le long de la mer du cote du fort geénois ; elle fleurit en Mai [5, 8 ,2]. Son nom
vernaculaire est Bouchnikha et elle est connue pour son utilisation buccodentaire.

L35.3.Taxonomie
La place de Daucus gracilis steinh. dans la taxonomie botanique est la suivante :

Tableaul :Position taxonomique de Daucus gracilis steinh.

Taxonomie Description
Reégne Plantae
Sous-reégne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Daucus
Espece Daucus gracilis steinh.

L6. Travaux antérieures sur les Daucus présents en Algérie

Les Daucus sont présents dans les pays de la région méditerranéenne. Is ont fait I’objet de
plusieurs publications comme Daucus carotal.. ssp.carota (Pologne), Daucus carota L. ssp.
Hispanicus(ltalie), Daucus carota L. ssp. Maximus(Egypte) etc. En Algérie, des travaux
récents sont publiés sur quelques espéces telles que Daucus crinitus[9,4],Daucus reboudii[10]
et d’autres sont en cours et portent sur des especes endémiques ou non comme Daucus
muricatus, Daucus aureus, Daucus setifolius, Daucus virgatus, Daucus sahariensis, Daucus
gracilis etc.

A I'heure actuelle, aucune étude n’est publiée sur le Dawucus gracilis , plante qui fait
I’objet de cette étude.
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CHAPITRE II : NOTIONS SUR LES HUILES
ESSENTIELLES

I.1.Introduction

Le terme “huile essentielle” a été inventé au 16°™siecle par le médecin suisse PARAS
CELSUS von Hohenheim afin de désigner le composé actif d’un remeéde naturel. Il existe
aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a I’industrie des ardmes et des parfums [1].

Les huiles essentielles (H.E) extraites des plantes, ne sont pas des corps simples, mais, en
général, des assemblages de molécules ayant chacune leurs propriétés particuliéres [2], tels que ils
comptent parmi les plus importants principes actifs des plantes, et ils ont de multiples propriétés [3].

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieures [4].Dix pour
cent seulement parmi les huit cent mille espéces du monde végétal sont capables de synthétiser
une essence [5].

Les genres capables d’élaborer les constituants qui les composent sont répartis dans une
cinquantaine de familles. Parmi les familles végetales les plus productrices d’huiles essentielles, on
distingue les Lamiacées (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic. .. ), les Astéracées
(camomille, absinthe... ), les Myrtacées (cannelle, laurier. .. ), les Apiacées (coriandre.. J[4]

I1.2.Définition

Les huiles essentielles connu aussi sous le nom de huiles cthérées ou essences aromatiques
sont des mélanges complexes de substances organiques ayant des odeurs aromatiques et
parfumées, parfois aussi de saveur agréable, liquides généralement qu'on trouve naturellement
dans diverses partie des végétaux. Elles sont trés concentrées, volatiles, non huileuses et sensibles
a la décomposition sous I'effet de la chaleur [6.,7].

Plus récemment, la norme AFNOR NF T 75-006 (février 1998) a donné la définition suivante
d’une huile essentielle : « produit obtenu 3 partir d’une matiére premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédées mécaniques 4 partir de 1’épicarpe des citrus, soit
par distillation & sec. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédées
physique » [4].

IL.3. Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont fabriquées & partir des sucres issus de la photosynthése, par des
cellules spécialisées (ou sécrétrices)[8]. La synthese et I’accumulation des huiles essentielles sont
genéralement associées 4 la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées
sur ou a proximité de la plante : cellules a huiles essentielles des Lauracées ou des Zingibéracées,
poils sécréteurs des Lamiacées, poches sécrétrices des Myrtacées ou des Rutacées, canaux
seréteurs des Apiacées ou des Astéracées [3].
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Les huiles essentielles peuvent &tre stockées dans tous les organes végétaux : Fleurs
(bergamotier, tubéreuse...) mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus...), dans des écorces
(cannelier),des bois(bois de rose, santal. .. )» des racines (vétiver), rhizomes (curcuma, gingembre
...) des fruits (anis, badiane...), des graines (muscade...). Si tous les organes d’une méme espéce
peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de cette derniére peut varier selon sa
localisation [3].

I1.4. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont liquidesa température ambiante, trés volatiles, ce qui les différencie
des huiles « fixes ». Les huiles essentielles ne sont que tres rarement colorées. La densité des huiles
essentielles est en général inferieure & celle de ’eau sauf les huiles essentielles de sassafras, de
girofle ou de cannelle. La plupart des huiles essentielles dévient la lumicre polarisée et elles ont un
indice de réfraction élevé. Les huiles essentiellessont solubles dans les solvants organiques usuels,
liposolubles, trés peu solubles dans I’eau etentrainables a Ia vapeur d’eau.

I1.S. Composition chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont éminemment variables de constituants qui appartiennent, de
fagon quasi exclusive a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes :
les groupes des terpénoides d’une part et le groupe des composées aromatiques dérivés du
phénylpropane beaucoup moins fréquents d’autres parts. Le tableau 2 suivant résume les deux
groupes majoritaires dans les huiles essentielles.

Tableau 2 : Les deux majeures classes trouvées dans les huiles essentielles [9].

Hydrocarbures Composés oxygénés
Aussi appeler hydrocarbures aliphatiques Les dérivés de terpénes : Terpénoides
» Terpénes :unité de base I’isopréne(Cs), » Alcools,
> Monoterpéne : (Cy), > Phénols,
> Sesquiterpénes : (C;s), > Aldéhydes,
» Diterpenes : (Cy) » Cétones,
» Esters,
» Lactones

I1.6.Les chémotypes

L’importance de connaissance des familles, genres et especes botaniques est évidente, mais
aussi de celle de leur provenance. Des plantes botaniquement identiques peuvent, en effet, donner
des essences dont les différences peuvent étre plus ou moins importantes.

Une méme espéce botanique, en fonction de différentes conditions (sol, ensoleillement, saison
de cueillette, partie de la plante), peut fournir des huiles essentielles de compositions différentes.
Ces variations générent la notion de chémotype, ce terme est dit pour différencier cette variation
chimique dans une méme espéce[2,10].

La méconnaissance de ces variations peut €tre 4 l'origine d'échecs thérapeutiques et méme
d'accidents plus ou moins graves [5].C’est pourquoi des contrdles systématiques des huiles
essentielles ou essences sont toujours nécessaires avant emploi [2].
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IL.7.Utilisation des huiles essentielles et leurs activités

Une huile essentielle n’est pas seulement un parfum, c’est la somme de nombreuses
composantes qui agissent en synergie les unes avec les autres a Pintérieur de notre organisme.
Une fois leur travail terminé, elles quittent discrétement notre corps par voies d’évacuation des
déchets et des toxines, sans laisser de traces néfastes [11].C’est tout simplement que ces huiles
essenticlles opérent, au plan physiologique comme au plan psychique, une réduction de ce qui est
en trop et une augmentation de ce qui fait défaut [9). Les huiles essentielles soutiennent
’organisme dans son fonctionnement quotidien, I’aident en cas de déreglement, de fatigue, de
blocage physique ou psychologique, combattent le stress ... tout cela explique I’attention qu’il
convient d’apporter & leur qualité [11].

Les huiles essentielles ont des proprietés : dépurative, drainante, carminative, purgative,
diurétique, énergisante, tonifiante, antianémique,antiputride apéritive, hépatique,
revitalisante, cicatrisante, antiride,redonne de I’élasticité a la peau etc.Outre 'emploi strictement
médical des huiles essentielles, celles-ci sont utilisées dans de nombreux domaines tels que la
parfumerie, la cosmétologie, la cuisine (pour aromatiser certains plats), I’agro-alimentaire et
l'industrie chimique. Deux industries se partagent ce marché mondial florissant ; il s'agit de
l'industrie agroalimentaire et la parfumerie[10].

I1.8.Toxicité des huiles essentielles

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue ; on manque aussi de
données sur leurs éventuelles propriétés mutagénes ou cancérogénes. On connait par contre
beaucoup mieux le risque de toxicité aigue li€ a une ingestion massive, en particulier neurotoxicité
des huiles essentielles a thuyone (thuya, absinthe, tanaisie, sauge officinale) ou & pinocamphone
(hysope) : ces cétones induisent des crises épileptiformes et tétaniforme, des troubles psychiques
et sensoriels nécessitant I’hospitalisation. D’autres monoterpénes sont également toxiques a doses
fortes . camphre, menthol (risques de spasmes de la glotte chez le jeune enfant), cinéol, E-
anéthol. Cette toxicité non négligeable conduit & adopter une attitude prudente face aux pratiques
telles que I’aromathérapielorsqu’elles utilisent des huiles essenticlles pures, et a doses fortes, par
voie orale et, a fortiori, en mélange.

I1.9. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

II existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont basées
sur l'entrainement 4 la vapeur, l'expression, la solubilité et la volatilité. Le choix de la méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques
physico-chimiques de l'essence a extraire, de l'usage de I'extrait et I'ardme du départ au cours de
Pextraction [12], parmi les principales techniques d’extraction nous citons :

I1.9.1. Entrainement i la vapeur

* Hydrodistillation

Le principe de Thydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste 4 immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que l'on
porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et l'essence libérée par le matériel végétal forment un
mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun était tout
seul 4 la température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la vapeur d'un composant
est égale 4 la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans son principe et ne
nécessite pas un appareillage cofiteux.

I [T I |
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e Distillation a vapeur saturée

Dans cette variante, la matiére végétale n'est pas en contact avec l'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées, cette méthode est Ia
plus utilisée a 'heure actuelle dans lindustrie pour l'obtention des huiles essentielles a partir de
plantes aromatiques ou médicinales. En geéneral, elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou
a son voisinage et 4 100°C, température d'ébullition d'eau.

I1.9.2. Expression a froid

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste 4 rompre
mécaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou
centrifugation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent

directement I'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées 4 I'action de l'eau.
I1.9.3. Extraction par solvants

Cette extraction est basée sur la solubilité des essences aromatiques dans la plupart des
solvants organiques. Le procédé consiste a ¢épuiser le matériel végétal par un solvant a 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 pateuse dont Thuile est extraite par l'alcool.
L'extraction par les solvants est trés cotteuse a cause du prix de I'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, caroténoides, cires, coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux
et imposer une purification ultérieure.

11.9.4. Enfleurage

L’enfleurage est une ancienne méthode d’extraction manuelle des essences, complexe et
trés couteuse, qui n’est plus tellement pratiquée de nos jours. Elle est utilisée essentiellement
pour les végétaux dont I’arome est trop fragile(jasmin, narcisse, muguet...).Les plantes sont
disposées a température ambiante sur des plaques de graisse qui ont pour but d’absorber le
parfum. Une fois la plaque bien imprégnée, la matiére grasse est séparée de I’huile essentielle
a ’aide d’un solvant. Grice a cette méthode ; on obtient des huiles essentielles de grande
qualité,

11.9.5. Extraction au CO, supercritique

Il s’agit d’une technique moderne, trés couteuse - du dioxyde de carbone haute pression
est employé pour faire explorer les poches végétales contenant 1’essence, qu’il est alors
possible de récupérer [11].

I1.10.Les méthodes d’identification des huiles essentielle

A noter que certaines huiles essentielles sont presque exclusivement constituées d’une seule
molécule (comme Mentha pulegium, par exemple) ou de deux ou trois (telles que Salviasclare
arosaedora , Citrus reticulata , Fugenia caryophyllus), mais la plupart sont polymoléculaires
(molécules de méme famille chimique ou non) [4].
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Ils existent plusieurs méthodes analytiques qui permettent d’identifier et quantifier ces
constituants parmi lesquelles on trouve :

»  Analyse par CPG

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique trés répandus. Cette technique
a €té perfectionnée et permet maintenant de séparer les constituants d’un mélange trés complexe
contenant jusqua 200 composés analogues soit par partage, soit par adsorption, pour des
cchantillons trés réduits. Elle présente toutefois des limites : elle nécessite que 1’échantillon soit
susceptible d’étre, rapidement, volatilisé sans décomposition [13]. Elle est donc applicable a des
maténaux volatils. L’instabilité 3 hautes températures rend, habituellement, un composé peu
convenable pour I’analyse par CPG [14].

La condition de volatilit¢ des échantillons signifie que les substances non polaires sont
généralement, plus faciles & séparer que des substances polaires et que les composés ioniques ne
peuvent pas traverser la colonne de CPG. La technique ne concerne donc qu’environ 20 % de
produits chimiques connus [15].

7

Le principe de chromatographie repose surl'équilibre de concentrations des composés présents
entre deux phases en contact, l'unestationnaire et l'autre mobile. La séparation est basée sur
l'entrainement différentiel des constituants présents dans la colonne. Ces derniers la parcourent
avec des tempsproportionnels a leurs propriétés intrinséques (taille, structure etc.) ou a leur
affinité avec la phase stationnaire (polarité). A leur arrivée en bout de colonne, le détecteur
mesure en continula quantité de chacun des constituants du mélange [16].

» Analyse par CPG/SM :

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométric de masse est le
meilleur exemple pour démontrer le pouvoir de la combinaison d’une méthode de séparation
fortement efficace et une méthode de détection sensible et sélective [17]. La CPG/SM est I'une
des techniques de I’analyse des mélanges a 1’état de traces [18].C’est une méthode utilisée pour
I’identification qualitative des Composes inconnus et aussi la détermination quantitative précise de
ces composees. Presque 10% de tous les COmPposés organiques sont appropriés pour analyse de
CPG/SM. Ainsi, seuls les composés volatils et thermiquement stables qui peuvent étres analysés
par cette technique. L’efflue gazeux du chromatographe est dirigé, par la ligne de transfert, vers la
source d’ion du spectrométre. Les analytes favorisés sont ionisés, produisant des ions de
fragmentation, qui sont ensuite, détecter [19]. '
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CHAPITRE III : TESTS BIOLOGIQUES

I11.1. Introduction

Les plantes aromatiques se différencient des autres plantes médicinales par ses principes
odoriférants et parfumées appelés huiles essenticlles. Ses dernicres sont utilisées dans différents
domaines et deviennent des sources de molécules bioactives, tels que la composition chimique, les
groupes fonctionnels présents des composés majoritaires de ses extraits et leurs effets synergiques
conduits a de nombreuses activités biologiques : antiseptique analgésique, cicatrisante
antimicrobienne, antioxydante, antifongique, anti-inflammatoire etc. [1].

IIL.2.Activité antimicrobienne
111.2.1.Introduction

Certaines espéces microbiennes pathogénes, sont de moins en moins sensibles aux
antibiotiques et développent des résistances multiples & ces derniers. La nécessité de trouver des
solutions est & P'ordre du jour. L’usage des huiles essentielles, grice a leur forte action
antimicrobienne développé depuis plus d’une vingtaine d’années, constitue un sérieux substitue
au traitement par les antibiotiques dans les pathologies infectieuses [2].

Les antimicrobiens les plus importants dans les huiles essentielles sont les terpénoides et en
particulier les mono et les sesqui-terpénoides. Ces composes sont biosynthéses a partir ’unité de
base qui été I’isopréne [3,4].

Les huiles essenticlles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est
principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs [5].

I1L.2.2.Modes d’action des huiles essentielle contre les bactéries

Jusqu’a présent, il n’existe pas d’étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le
mode d’action des huiles essentielle contre les bactéries 3 cause de leur composition chimique
complexe. 1l est trés probable que chacun des constituants des huiles essentielles ait son propre
mécanisme d’action. D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases :

» Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

» Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure.

» Destruction du matériel génetique, conduisant 4 la mort de la bactérie [6].

II1.2.3.Les principales techniques de détermination de I'activité antimicrobienne des H.E

A Theure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre mise en
évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en
milieu liquide. La technique de détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles
a une grande influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de l'insolubilité des
constituants des huiles essentielles dans l'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a
faibles concentrations [7,8].
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Parmi ces méthodes, on trouve :

IIL.2.3.1. Technique en milieu solide (méthode de la diffusion en disque)

La diffusion de I’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte
d’ungradient de I’antimicrobien. Quand la concentration de ’antimicrobien devient si diluée qu’il
ne peut plus inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée.

Le diamétre de cette zone d’inhibition autour du disque de I’antimicrobien est corrélée avec la
concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la combinaison particulicre bactérie/antimicrobien,
la zone d’inhibition correspond inversement 4 la CMI de Iessai.

Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration d’antimicrobien
nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible. La mesure des zones
d’inhibition peut étre manuelle peut prendre du temps.

I11.2.3.2. Technique en milieu liquide (méthode de dilution)

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la concentration la
plus faible de I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée (la CMI
habituellement exprimée en mg/mL ou mg/L).

La dilution en bouillon :

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (3 une
concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations variables
d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. La méthode de dilution en bouillon peut étre
effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml. (macrodilution) ou dans de plus
petits volumes 4 1’aide de plaques de microtitration (microdilution). L’utilisation de ces plaques
avec un protocole documenté, y compris les précisions sur les micro-organismes de référence
appropri¢, peut faciliter la comparaison des résultats entre analyses.

La dilution en gélose :

La dilution en gélose implique 1’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé
a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de
I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de Ia gélose de la boite [6].

IIL.3.Activite antioxydante
H1.3.1.Introduction

Les termes antioxydants et radicaux libres sont des termes populaires utilisés par les
nutritionnistes et autres professionnels de la santé. Ces derniéres années ont vu apparaitre un
débordement d'informations sur le role du stress oxydatif, qui est défini comme un déséquilibre
entre la production excessive de molécules oxydantes et/ou une diminution du taux d'antioxydants
dans l'organisme, et par conséquence on aura des dommages importants et irréversibles sur les
molécules biologiques comme : les lipides, les protéines, I’ADN, les sucres etc. Les attaques
oxydantes de la part des radicaux sur ces derniéres, provoquant des altérations et des
dysfonctionnements cellulaires 4 l'origine de nombreuses pathologies tels que maladies
cardiovasculaires, maladies neurodégénératives, cancers, diabéte, sclérose etc.[9,13].

L’utilisation des antioxydants synthétiques est un suyjet tres étudié du fait de leur impact
négatif sur la santé humaine, plusieurs limites et restrictions ont été mises en place concernant
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leur utilisation, et leur substitution par des antioxydants naturels est devenue un enjeu
scientifique. Plusieurs espéces de plantes ont été impliquées dans la recherche des nouveaux
antioxydants [6].

ITL.3.2.Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes, ou un groupe datomes, avec un nombre impair
d'électrons sur la couche externe, et ils peuvent se former quand l'oxygene interagit avec certaines
molécules [10].Cette structure électronique déséquilibrée leur confére une grande réactivité sur les
constituants organiques et sur les structures cellulaires [6]. Tels que ces derniers sont responsables
de processus de dégradation au sein de cellules biologique et aussi au cours de processus de
vieillissement [11].

La plupart des radicaux libres réagissent quasiment instantanément avec d'autres molécules
voisines. Néanmoins, la toxicité d'une espéce n'est pas nécessairement corrélée a sa réactivité [10].

Les sources métaboliques des radicaux libres de ’oxygéne (ROS) et des radicaux libres de
I’azote (RNS) sont les mitochondries (respiration mitochondriale), les cellules neuronales,
endothéliales et phagocytaires (macrophages), ces derniéres participant & la défense immunitaire
de l'organisme. Des radicaux libres sont ¢galement produits au cours de la synthése de molécules
suite & des réactions biochimiques [10].

Remarque :Certaines molécules non-radicalaires présentent également une activité oxydante
accrue parmi lesquelles le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), le peroxynitrite (ONOO-) et l'acide
hypochloreux (HCIO).

IIL3.3.Aactivité antioxydante et les antioxydants
111.3.3.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résisté a 1’oxydation. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie,
a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH°) et superoxydes (02°) [10].

111.3.3.2. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les radicaux libres
et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommagées.
Ces derniers sont des molécules trés réactives qui seraient impliquées dans le développement des
maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d'autres maladies lides au vieillissement.

Chaque molécule antioxydante ne peut réagir quavec un seul radical libre, et par conséquent,
il faut constamment refaire le plein de ressources anti-oxydantes qui sont soit :

Antioxydants enzymatiques :Ce type d'antioxydant est composé d'enzymes, & action directe sur les
ROS par exemple :
* Les superoxydesdismutases (SOD), métalloprotéines dont le site actif contient du cuivre,
du zinc, du manganése, du fer ou du nickel, favorisent par exemple la dismutation
spontanée du radical superoxyde en peroxyde dhydrogeéne.

20{+2H+ ——Slq_b H202+02 (1)
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-Chapitre III : Tests biologiques-

* La catalase et la glutathion peroxydase tels que le premier peut éliminer le peroxyde
d’hydrogene présent a haute concentration et le deuxiéme peut I’éliminer méme en
petite quantité selon les réactions suivantes :

H,0, Catalase y» 02 +2H,0 )
H,0, +2GSH Peroxydase, 2H,0 +GSSH 3)

Antioxydants _synthétiques : Les antioxydants synthétique sont généralement lipophiles
comme les esters de l'acide gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de
dodécyle), le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT).Ces deux demniers
sont principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les produits
cosmétiques et alimentaires [9,11,12]. De plus, dans le domaine del'alimentaire, des réactions
d'hypersensibilité ont été recensées pour les gallates, le BHA et le BHT.

OMe CHy
j “tBu But~ i ™ By
OH OoH

BHA BHT

Antioxydants naturels (molécules de faible poids moléculaires) :Les antioxydants naturels sont
capables de prévenir des dommages oxydatifs ou ils interviennent sur les molécules prooxydantes

de fagon directe, en donnant leurs électrons aux radicaux libres.Parmi les molécules les plus connu
on trouve :

> La vitamine E : est un antioxydant lipophie . Elle protége les membranes et les lipides de la
peroxydation lipidique en neutralisant les radicaux peroxyle , alkyle et alcoxyle (ROO®).

CHy

CHy

CHy Hz Ha

CH,

Vitamine E

> La vitamine C (Acide ascorbique) : elle est capable de réagir directement sur les ROS et en
particulier O,°Elle limite la peroxydation lipidique en piégeant les radicaux peroxyle
comme la vitamine E.

> Les Catéchines : Les catéchines (Epicatéchine, Epigallocatéchine, etc.) sont des molécules
polyphénoliques largement présentes dans le régne végétal (les feuilles de the. ).

OH on oy
OH on
. HO o
oH
0 ¥o _y“d
L
_ -
o
HO O oN
o
Vitamine C Catéchine Epicatéchine
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IL.3.4.Méthodes d’évaluation de Iactivité antioxydante :

II existeplusieurs méthodes pour évaluer la capacité antioxydante. Flles sont basées sur la
mesure de la consommation de radicaux libres préalablement formés comme les peroxydes
ROO- etc. Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature parmi lesquelles on cite : ORAC
(Oxygen radical absorbance capacity) ; TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) ; TOSC

Méthode de DPPH [10] -

La méthode de DPPH, consiste a utiliser un radical stable, 2,2-diphényl- 1-picrylhydrazyl
(DPPH®) dans du méthanol (la plupart des cas). La réduction du DPPH® est controlée en
mesurant 1’absorbance de la solution & une longueur d’onde caractéristique (517 nm). A cette

longueur d’onde le radical absorbe, mais aprés sa réduction par ’antioxydant (AH) ou un

autre radical, ’absorption diminueselon le processus suivant :

DPPH°+AH — , DPPH-H+A°
DPPH®°+R°————»  DPPH-R

Méthode de décoloration du B-caroténef 15]

S’appelle aussi la méthode de blanchissement B-caroténe. Elle consiste a mesurer, a 470
nm, la décoloration du S-caroténe résultant de son oxydation par les produits de
décomposition de 1’acide linoléique. L>addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits
végétaux induits un retard de la cinétique de décoloration du S-caroténe.

Meéthode de FRAP[16-18]

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles est déterminé selon la méthode
d’OYAISU.Cette méthode est basée sur une réaction chimique de réduction du fer (1), présent
dans le complexe [K3Fe(CN)s], en Fe (II). L absorbance est déterminé a 700 nm.

T
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- Chapitre I : Extraction et caractérisation des H.E de la partie aérienne de Daucus gracilis -

CHAPITRE I : EXTRACTION ETCARACTERISATION
DES H.E DE LA PARTIE AERIENNE DE Daucus gracilis

I. Extraction de la partie aérienne de Daucus gracilis

I.1.Introduction

L’¢tude bibliographique approfondie menée sur I’espéce Daucus gracilis montre et confirme
que cette plante endémique n’a pas été étudiée jusqu’a I’heure actuelle. C’est d’ailleurs I’une des
raisons qui nous ont poussés a réaliser ce travail de recherche. Ce dernier consiste & extraire
I’huile essentielle de Daucus gracilis et la caractériser chimiquement par ’emploi des méthodes
chromatographiques (CPG & CPG/SM) afin de déterminer ses composés majoritaires, connaitre
leurs structures etc. Ces étapes sont suivies d’une valorisation de I’huile. Pour ce faire, ’'H.E est
soumise 4 des tests biologiques. Ces tests concernent, spécialement, la mesure des activités
antimicrobienne et antioxydante.

L.2.Cuecillette et conservation de la plante

Daucus gracilis a ét€ técolté dans quatre stations de la région de Tlemcen dont trois au
mois de mai 2010 (Ben Sakrane, Ain El Hout et Amier) et une au mois de mai 2012 (Sidi
Abdelli). Son identification botanique a été confirmée par les Professeurs N. BENABADIJI et M.
BENSALAH du Département de Biologie, Université Abou Bekr Belkaid —Tlemcen.

Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la bonne
conservation de notre plante, un séchage a I’air libre et a I’obscurité est réalisé. Apres
séparation des différentes parties de la plante (feuilles, tiges, fleurs et racines), elles sont
conserveées dans des flacons 4 l'abri de la lumiére jusqu’a leurs utilisations. Toutes ces
opérations permettent de pallier la dégradation de certains constituants et contribuent a
l'inhibition de toutes activités enzymatiques responsables de leur dénaturation.

Tableau 3 :Situation géographique des stations de récolte.

Zone Altitude Latitude Longitude
Ain-El-Hout 450 m 350 55'S9"N 1019'32"W
Amier 362 m 3501'36"N 1014'3 "W

Bensakrane 309 m 35 055'59"N 1013'0"W

L3.Extraction des H.E de Daucus gracilis endémique

L’extraction des huiles essentielles est effectuée par une méthode classique et répandue :
hydrodistillation. Cette méthode est trés utilisée car elle facile 2 mettre en ceuvre [1]:

» La matiére végétale seche (partic aérienne, fleurs, tiges, fruits, feuilles; 300g) est
immergée dans 1’eau et ’ensemble est porté a 1’ébullition,

> La vapeur contenant la partie volatile monte, se refroidie au niveau du réfrigérant puis se
condense,
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» Obtention de deux phases séparables. L’huile essentielle est récupérée par décantation ou

par I'utilisation de micropipette. Elle est conservée, ensuite, dans des piluliers scellés a
une température de 4°C.

Fig.2 : Montage de I’hydrodistillation.

Apres une durée d’extraction de 4 heures, les huiles essentielles obtenues sont de couleurs
Jjaune claire, trés volatiles, et insolubles dans I’eau.

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue et
la masse du matériel végétal traité [2].

R=(m/m,).100
oum : masse en gramme de I’huile essentielle.
oum, : masse en gramme de la matériel végétal sec.
Exemple :m =0.3195 g ; m,= 308.87 g
R=(0.3195/308.87)*100 R=0.10 %

Les rendements calculés pour différentes stations sont regroupés dans le tableau 4 ci-dessous :

Tableau 4 : Rendements en HE

Rendement/Région Amier Ben Sakrane  Ain El Hout
Plante entiére 0.14 0.10 0.18
Fleurs 0.26 0.20 0.12
Feuilles 0.04 0.13 0.11

Remargue :1.’extraction des racines de Daucus gracilis donnent des quantités trés faibles en
huile essentielle.
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L.4. Caractérisation des huiles essentielles[3]

L’identification des constituants de I’huile essentielle de Daucus gracilis est réalisée par des
techniques d’analyses conventionnelles, Celles-ci est basée sur I'utilisation conjointe de la CPG et
la CPG/SM.

L’analyse par CPG/SM permet d’obtenir les spectres de masse des divers constituants qui, a
I’aide d’un logiciel, sont ensuite comparés a ceux répertoriés dans des bibliothéques, dont une
élaborée au laboratoire Chimie des Produits Naturels — Corse, et les autres, commerciales, en
éditions traditionnelles ou informatisées (Jennings et Shibamoto ; Joulain; Wiley; Adams
National Institute of Standards and Technology (Nist)). Pour ce qui nous concerne, nous avons
utilisé les bibliothéques suivantes : Adams, 2001; Konig et Coll., 2001; Nist, 1999).

Techniques d’analyse

Les conditions d’analyse utilisées pour I'identification de nos huiles essentielles sont
présentées ci-dessous :

Analyse par CPG

L’analyse quantitative a été réalisé a I'aide d'un chromatogramme en phase gazeuse de marque
Perkin-Elmer (Waltham, MA, USA) autosystéme XL équipé d'un détecteur a ionisation de flamme
et muni de deux colonnes capillaires en silice fondue de type RTX-1 (polydiméthylsiloxane)
apolaire et RTX-wax (polyéthylene glycol) polaire qui possédent les caractéristiques suivantes
(longueur : 60m, diamétre interne : 0.22mm, épaisseur de film : 0.25um. La température du four est
programme de 60°C & 230°C a raison d’une montée de 2°C/min et ensuite maintenue & 230°C
pendant 35min. Les températures de I'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 280°C. Les
¢chantillons ont été injectés dans le mode split (1/50), en utilisant de I'hélium comme gaz porteur
(ImL/min), le volume d'injection de I’échantillon de 0.2 uL.

Analyse par CPG /SM

Les échantillons ont ét¢ analysés avec un détecteur de masse & quadripdle de type Perkin-
Elmer Turbo couplé a un chromatographe en phase gazeuse Perkin-Elmer (autosystéme XL). La
temperature de la source dions est fixée & 150°C. La fragmentation est effectuée en impact
électronique sous un champ de 70 eV. L'assurance-emploi spectres de masse ont été acquis sur la
masse gamme 35-350Da (temps de balayage: 1s). La colonne utilisée est RTX-1, capillaire en
silice fondue. Les autres conditions étaient les mémes que décrites que dans la CPG sauf pour le
gaz vecteur 'Hélium de mode d’injection split est de rapport de fuite de 1/80.

Identificationdes constituants de I’huile essentielle[4,5]

L’identification des composants individuels a été fondée sur la comparaison des indices de
rétention IR calculé, sur les colonnes polaires et apolaires, avec ceux de composés authentiques ou
des données de la littérature (Konig et Coll, 2001; National Institute of Standards and
Technology, 2008), et des bibliothéques commerciales (Adams, 2001; Kénig et Coll., 2001;
National Institute of Standards and Technology, 1999) et la comparaison des spectres de masse
avec ceux des composés authentiques de la bibliothéque du laboratoire ou des données de la
littérature [6] et [7].
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L’¢tude minutieuse des CPG fournie les résultats regroupés dans le tableau 5 :

Tableau 5: Composition chimique des huiles essenticlles de Daucus gracilis endémique,

DGFE DGFL DGPE DGPE DGFE DGFL DGFL DGPE DGFE

g

IRE®  1R," IRy

. Composés BS BS BS AH AH AH AM AM AM
1 2-méthyl butanol 717 717 1159 0,1 - tr tr tr - - - -
2 Hexanal 770 773 1043 tr - tr 0,1 tr - - 0,1 tr

3 Isobutylisobutyrate 902 900 1085 0,6 0,9 1,5 1,8 3,1 23 1,2 1,8 1,9
4 o-Thujene 922 922 1022 1,6 0,6 0,9 0,8 0,6 0,5 0,9 0,7 0,4
5  a-Pinéne 931 930 1022 04 0.2 0.3 0,3 0,3 tr 0,3 0,3 0,1
6  Sabinéne 964 964 1117 0.5 1.3 0.9 0.9 0,3 1.8 0,9 0,1 0,1
7  B-Pinéne 970 970 1107 0.1 0.1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,9 0,1
8  Myrcéne 979 980 1155 2.1 1.1 1,3 0,9 1,1 1,2 1,6 5,1 2,7
9 Isobutylisovalérate 989 988 1186 2,9 2,2 3,6 5,8 6,2 4,1 3,2 51 2,4
10 Isobutyl-2-methyl butyrate 991 990 1171 1,9 1,3 1,6 1,1 2,1 0,4 0,3 1,7 0,7
11 3-méthylbutyl Isobutyrate 1002 998 1194 2,6 1,3 1,9 1,6 2,1 1,5 1,7 1,6 1,8
12 2-méthylbutyl Isobutyrate 1004 1003 1194 7,6 6.5 10,5 12,2 15,7 10,4 10,9 10,2 12,4
13 p-Cymene 1011 1012 1262 0.3 0.1 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 0,4 0,6
14  Limonene 1020 1021 1196 14 0.8 0,9 0,6 0,7 0,5 0,7 0,4 0,5
15  A-Phellandréne 1021 1021 1206 0.2 0.1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,5
16 Z«(f)-Ociméne 1024 1025 1226 0.7 1.2 0,9 0,7 0,8 3,7 1,2 1,5 0,6
17 E-(§)-Ocimene 1034 1036 1244 2.7 84 52 1,4 2 7,5 10,2 0,2 2,5
18  linalol oxyde THF-Z 1073 1073 1460 0,1 tr 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
19 Isopentyl-2-méthyl butyrate 1086 1086 1296 8.1 52 49 3,7 4.8 3,1 3,9 3,8 3,7
20  Linalol 1081 1090 1538 59 227 17,4 20,3 10,4 21,2 20,6 222 12,6
21 3-méthylbuty] Isovalérate 1090 1090 1026 6,4 10,3 9,6 8,2 10,2 4,2 6,7 7,2 9,7
22 2-méthylbutyl-2-méthyl butyrate 1096 1094 1280 18,9 6,2 12,1 18,4 15,8 16,5 15,5 20,2 23,2
23 2- méthylbutylisovalérate 1098 1097 1280 136 59 8,3 7,5 7,1 5,6 6,4 6,6 6,7
24 NI 1126 1391 1.1 1.1 1,2 1,6 1,4 1,5 1,2 0,5 1
25 N 1130 1408 0.8 0.1 0,6 0,5 0,5 0,5 0,4 0,3 0,3
26  Terpinén-4-ol 1161 1161 1589 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1
27 a-Tempinol 1179 1179 1682 0,2 0,6 0,5 0,5 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5
28  Cis-3-hexenyl-3-méthyl butyrate 1220 1217 1455 0.1 0.1 0,1 0,1 tr tr 0,1 tr tr
29  Cis-3-hexenyle Isovalérate 1222 1220 1465 0.1 Tr 0,1 0,1 tr tr tr 0,1 0,1
30  hexyl-2-méthyl butyrate 1226 1228 1420 0.1 Tr tr tr tr - tr tr tr
31  hexyllsovalérate 1228 1231 1431 0.1 0.1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr tr
32 benzyllsobutyrate 1269 1269 1765 0.1 0.1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,3
33  Lavandulyle acétate 1270 1271 1589 0.2 0,4 0,3 tr tr tr tr tr
34  Benzyl-2-méthyl butyrate 1357 1359 1874 0,7 0,3 0,6 0,4 0,5 0,3 0,2 0,2 0,2
35 Lavandulyleproprionate 1361 1359 1749 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3
36  E-(f)-Damascenone 1362 1359 1803 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 tr 0,2 0,5
37  Benzyllsovalérate 1363 1365 1851 0,1 0,4 0,4 0,6 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3
38 2-phénylethylisobutyrate 1371 1370 1863 0,2 0,1 0,1 0,2 tr 0,1 tr 0,1 0,2
39  a-Copaéne 1379 1380 1476 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
40  p-Bourbonene 1385 1383 1509 0,2 0,1 0,1 0,1 tr tr tr tr tr
41  Lavandulyleisobutyrate 1407 1405 1667 0,2 0,6 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,4 0,5
42 E(f)-Fameséne 1447 1445 1656 0,2 0,4 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
43 Phénylethy-2 -méthy! butyrate 1460 1460 1953 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
44 2-Phénylethyl Isovalérate 1465 1462 1971 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,1 0,1 0,1
45 CitronellylIsobutyrate 1469 1467 1716 1,8 0,4 1,1 0,9 1,3 0,7 1,2 1 4,1
46  Gemmacréne D 1480 1473 1694 0,3 1,5 0,7 0,3 0,2 0,8 0,6 0,2 0,1
47  Géranyllsobutyrate 1494 1492 1801 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,3
48  Lavandulyllsovalérate 1495 1492 1760 0,7 0,6 0,6 0,6 0,7 0,3 0,5 0,8 2
49  p-Sesquiphéllandréne 1516 1512 1756 0,2 0,4 0,2 0,1 0,1 0,4 0,3 0,1 0,1
50  Citronellyllsovalérate 1560 1558 1799 1,1 0,1 0,4 0,4 0,5 0,1 0,1 0,4 0,3
51 Geéranyl-2-méthyl butyrate 1591 1586 1886 0,2 tr 0,1 0,1 0,2 tr 0,1 tr tr
52 Géranyllsovalérate 1587 1589 1897 0,1 tr 0,1 tr 0,1 - - - -
53 N1 2037 2632 1,1 1,8 0,9 0,4 0,7 0,7 04 0,3 0,6
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54 N1 2112 2514 5,3 10,4 5,9 2,6 3,3 5,8 5 2,6 2,8
% Monoterpénes hydrocarbonés 6,6 43 47 4,1 2.4 4,5 4,9 7.8 9,5
% Monoterpénes oxygénés 62,3 639 63,4 65,1 56,4 65,9 693 62,3 65,3
% Sesquiterpénes hydrocarbonés 1,1 2,5 1,4 0.8 0,5 1.4 1,1 0,6 0,5
% Sesquiterpénes oxygénés 2,1 0,7 1,2 1,1 LS 0,4 0,7 1,2 23
% Composés d'origine diverse 15,1 12,3 18,9 223 292 17,7 159 206 16,3
% Non identifiés 83 13,4 8,6 5,1 5,9 8,5 7 5,0 4,7
% Composés identifiés 87,20 83,70 8980 9340 90% 89,90 919 92,50 93,90
% 95,50 97,10 98,40 98,50 95,90 98,40 98,90 97,50 98,60
a

Ordre d’élution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1).
b

RIlit : indices de rétention de la littérature sur colonne apolaire re

portés a partir deKonig et Coll., 2001 et NIST, 2005.
cRI8 - indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1,

p - indices de rétention sur colonne polaire Rtx-Wax.

RI': indices de rétention ; MS - spectre de masse en mode impact électronique ; tr : trace (<0.05%) ; % :
NI : non identifié

DG : Daucus gracilis, FE : feuilles, FL : fleurs, PE : Partie entiére
Stations:BenSakrane(BS), Ain-El Hout (AH)&Amier (AM).

Monot hydr: monoterpéneshydrocarbonés ; Monot OXyg : monoterpénes oxygénés ;
Sesqui oxyg : sesquiterpénes oxygénés; NI non identifier .

pourcentages des composés.

Sesqui hydr : sesquiterpénes hydrocarbonés ;

Les histogrammes suivants illustrent les classes de composés chimiquesprésents dans les
huiles essentielles des différentesstations étudiées :

I — n mongtﬁﬁ;dﬁr_vﬁb“

4,1

B monot oxyg
W sesqui hydr
M sesqui oxyg

m N|

B composés d'origine
diverse

T

Histogramme 1 : Composition chimique de "'H.E de la partie entiére
de Daucus gracilis d’ Ain El Hout.
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Histogramme 2 : Composition chimique des HE de la partie entiére
de Daucus gracilis provenant de Ben Sakrane,
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Histogramme 3 : Composition chimique des H.E de la partie entire
de Daucus gracilisd’ Amier.

L’analyse de I’huile essentielle Daucus gracilis endémique d’Algérie a permis I’identification
de 50 composés représentant 93.90% de la composition chimique. Cette derniere est dominée par
une forte proportion de composes oxygénés (plus de 65%), parmi lesquels 65.3% de
monoterpenes et 2.3% de sesquiterpénes. Les constituants majoritaires sont :2-méthylbutyl-2-
méthyl butyrate (23.2%), linalol (12.6), 2-méthylbutyl isobutyrate (12.4%), 3-méthylbutyl
isovalérate (9.7%),2-méthylbuty] isovalérate (6.7%), citronellylisobutyrate (4.1%), isopentyl-
2-méthyl butyrate (3.7%)), myrcéne (2.7%), isobutylisovalérate (2.4%). De plus, nous notons
la présence des terpénes et sesquiterpénes hydrocarbonés, avec des proportions relativement
plus faibles que celles des produits oxygénés, de 9.5% et2.5% respectivement.

Nous remarquons aussi, d’aprés ces résultats, que la composition chimique de I’huile
essentielle du Daucus gracilis collectée dans les différentes stations est trés similaire. Cela
peut s’expliquer par les ressemblances des conditions climatiques et de la nature du sol dans
les trois régions étudiées. Une étude de variabilité chimique de I’huile sera réalisée, dans le
futur, en faisant une prospection de la région de Tlemcen, qui nous permettra d’augmenter le
nombre de stations, avec des climats, des sols différents. .
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CHAPITRE II : ACTIVITES AN TIMICROBIENNE ET
ANTIOXYDANTE DES H.E DE Daucus gracilis

L Introduction

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration avec nos collégues microbiologistes
de I"université de Tlemcen. I est évident que ce travail est générateur de retombées Importants sur
le plan de la santé publique en geénéral et sur le plan de la sécurité alimentaire, en particulier.

L’étude des activités biologiques des huiles essentielles est I’un des principaux moyens de
valoriser commercialement ces derniéres ou d’expliquer son utilisation en médecine
traditionnelle. Les activités biologiques les plus couramment observées sont les activités
antimicrobiennes. Les deux méthodes les plus usitées pour les évaluer sont la diffusion sur gel et
la dilution en milieu liquide [1].Une autre maniére récente de valoriser les huiles essentielles
consiste 4 mesurer leurs activités antioxydantes. La recherche bibliographique révéle beaucoup de
travaux récents décrivant les méthodes utilisées parmi lesquelles : piégeage du radical libre
DPPH® (2,2-diphényl-l-picrylhydrazyl), potentiel réducteur du Fer (FRAP)... [2,3].

. Activité antimicrobienne
IL.1. Méthode de diffusion sur gel

Des disques de papier buvard imprégnés des matrices 3 tester, sont déposés a la surface d'un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. Dés
l'application des disques, Ia matrice diffuse de maniére uniforme si bien que sa concentration est
inversement proportionnelle a la distance du disque. Aprés incubation, les disques s'entourent de
zones d'inhibition circulaires correspondant 3 une absence de culture.

Pour les tests standards, nous considérons qu’une huile essentielle, fraction ou molécule est
active pour une souche donnée si le diamétre d’inhibition (D.1) est supérieur ou égal 4 15 mm [4].

Cette technique est la plus couramment utilisée dans le domaine de recherche des huiles
essentielles, elle présente I"avantage d’étre rapide, d’une grande simplicité & mettre en ceuvre et de
nécessiter qu’une faible quantité de matrice. S’agissant des inconvénients, une huile tres
visqueuse, voire une huile qui cristallise, aura un diamétre d’inhibition faible ou nul méme si elle
est fortement bactéricide. Cela est dii, dans ces cas 4 un probléme de diffusion sur le gel.

IL.2. Méthode de dilution en milieu liquide

Cette méthode consiste a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de
concentrations croissantes de matrice & tester, selon une progression géométrique de raison 2.
L'moculum bactérien est distribué de fagon égale dans une séric de tubes (méthode de
macrodilution) contenant la matrice testée. Apres incubation, la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de matrice ou
aucune croissance n'est visible,

Pour les tests standards, nous considérons qu’une huile essentielle, fraction ou molécule est
active pour une souche donnée pour une CMI inférieure 4 1000 pg/mL [4].
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Cette technique, complémentaire de Ia méthode de diffusion, donne directement la CMI mais,

par rapport a la méthode précédente, présente ’inconvénient d’étre grande consommatrice en
temps d’expérience et en quantité de matrice nécessaire.

IL.3. Etude de P’activité antimicrobienne du Daucus gracilis

Nous avons évalué le potentiel antimicrobien de I’huile essentielle du Daucus gracilis.
L’objectif complémentaire est de mettre en ¢évidence une corrélation entre sa composition
chimique et I’effet d’inhibiteur observé sur les souches ¢tudiées. Pour cela quatorze souches
microbiennes dont neuf bactéries, deux champignons et trois levures ont été sélectionnées :
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Bacillus cereus
ATCC 10876, Enteroccocus Jeacalis ATCC 29212, Kliebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 35659, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 Salmonella typhimurium ATCC 13311, Candida albicans ATCC 10231,
Candida albicans ATCC 26790, Candida albicans IP 444, Alternaria alternata MNHN
843390 et Aspergillus flavus MNHN 994294,

IL.3.1. Méthodes utilisées

Méthode de diffusion sur disque

La méthode utilisée est la méthode de VINCENT (JACOBETAL, 1979), ainsi des
disques, de papier filtre de 6mm de diamétre, sont imprégnés d’une faible quantité de nos
€chantillons, puis déposés a la surface d’un milieu de MUELLER-HINTON, coulé en boite de
Pétri préalablement ensemencée en surface en nappe a I’aide d’une suspension de la bactérie
étudiée.

Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre, en mm, de la
zone d’inhibition.

Pour la préparation des inoculums, on a utilisé la methode dite d’antibiogramme (méthode
de 1a SFM Société Francaise de Microbiologie).

La technique d’antibiogramme utilisée est celle de la diffusion de disques en gélose
congus par CHABBET en 1973.

Préparation des inoculums

La méthode de préparation des inoculums est celle préconisée par la SFM (communiqué
de 2005) qui consiste & préparer, 4 partir d’une culture de 18-24h de la bactérie étudiée sur le
milieu gélosé, une suspension en solution saline (0.9% NaCl) équivalente au standard Mc
FARLAND 0.5 (~ 10 UFC/ml). Cette suspension peut étre obtenue par la mesure de la
densité optique (D.O) allant de 0.08 4 0.1 lue a 625nm (standardisation de I’antibiogramme
selon ’'OMS, 1999).

Par la suite, on prend ImL de la suspension de I’inoculum, on 1’étale par inondation a la
surface d’une boite de Pétri contenant de la gélose de MUELLER-HINTON, on déverse
I'exces, ce qui correspond 4 une densité de 10° 3 108 UFC/mL et on laisse sécher la boite de
Pétri dans la zone septique du bec Bunsen.

Distribution des disques

Des disques de papier filtre (diamétre de 6 mm) sont individuellement imprégnés avec 10
pi dhuile essentielle et placés sur les plaques inoculées et, aprés un séjour a 4°C pendant 2 h,
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L'activité antimicrobienne est évaluée en mesurant la zone d'inhibition contre les organismes
d'essai. Chaque expérience est réalisée en triple exemplaire et le diamétre moyen de la zone
d’inhibition est enregistré.

Méthode de dilution

Méthode est déja décrite I1.2. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont
déterminées pour les souches bactériennes sensibles a I'huile essentielle dans les tests de diffusion
sur disque. L'amphotéricine B (Am B) est utilisée comme médicament antifongique de
reférence. Les plaques inoculées sont incubées a 25°C pendant 72 h. A la fin de la période
d'incubation, les plaques sont évaluées par la présence ou I'absence de croissance. Les valeurs des
CMI sont déterminées. Chaque test a été répété au moins deux fois.

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I'huile essentielle extraite de la partie aérienne
de Daucus gracilis sont regroupés dans les tableaux 6& 7ci-dessous -

Tableau 6:Les activités antimicrobiennes d’H.E contre les souches bactériennes testées.

Huiles essentielles Antibiotiques Gen
Microorganismes DGPEAM
DI (mm) CMI DI (mm) CM1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 24 0.078 30 0.078
Listeria monocytogenes ATCC 15313 9 1.25 14 0.625
Bacillus cereus ATCC 10876 22 0.156 23 0.156
Enteroccocus feacalis ATCC 29212 22 0.156 24 0.156
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 7 - 14 0.625
Escherichia coli ATCC 25922 12 0.625 22 0.156
Proteus mirabilis ATCC 35659 16 0312 20 0.312
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6 - - -
Salmonella typhimurium ATCC 13311 20 0.156 22 0.156

Table 7:activités des huiles essentielles contre les levures et les fongiques.

Huiles essentielles Antibiotiques Am B

Levures et fongiques DGPEAM . o
DI (mm) CMI (mm)

Levures :

Candida albicans ATCC 10231 17 0.312 -

Candida albicans ATCC 26790 16 0.625 -

Candida albicans IP 444 16 0.625 - 0.312

Fongiques :

Alternaria alternata MNHN 843390 1 1.25 ) 0.156

Aspergillus flavus MNHN 994294 35 O.é 12 i O: 156

—: pas de zone d’inhibition et/ou mesure de MIC.
Am B: Amphotéricine B (mg/mL) est utilisé comme antibiotique de référence dans MIC agar dilution.
DI = Diamétre de diffusion sur disque (mm).
CMI = concentrations inhibitrice minimale (mg/mL).
Inactif : diamétre d < 6mm : activité moyenne : 6mm< d < 12mm ; Activité modérée 12mm<d<20mm, bonne
activit2 :d>20 mm.
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mentionnés sur les tableaux 6 et 7confirment Ia relation de Iactivité antimicrobienne de Ihuile
avec sa composition. En effet, nous avons déja trouvé, dans un chapitre précedent, que Ihuile de
la partie entiére de Daucus gracilis, provenant de la station Amier, ét¢ dominde par une forte
proportion de composés Oxygeénés (63.5%), parmi lesquels 62.3% de monoterpénes et 1.2% de
sesquiterpénes. Cette composition riche en produits OXygenés est a I’origine de cette bonne
activité.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

D’autre part, le tableay 7 montre une bonne activité de I”huile de Daucus gracilis vis-a-vis des
levures Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 26790 et Candida albicans TP
444 et une excellente activité antifongique contre Alternaria alternata MNHN 843390,
Aspergillus flavus MNHN 994294, La comparaison des valeurs de Df de I’huile avec ceux du
médicament antifongique (amphotéricine) est révélateur d’une trés bonne activité antifongique de
Ihuile étudiée ce qui peut lui valoir des applications intéressantes dans le domaine de Ia santg.

Notons que les résultats de la CMI sont en accord avec ceux obtenus dans Ia méthode de
diffusion sur disque.

dernier [6].

HI. Activité antioxydante

I'Oxygéne (ERO) dans Ie développement de nombreux processus  pathologiques comme
Iathérosclérose et la cancérogengse [7].

Pour pallier au stress oxydatif, un intérét croissant est porté, ces deux derniéres décennies, aux
antioxydants principalement d’origine naturelle 4 cause de leur manque de toxicité. Ceci a stimulé

le développement de méthodes efficaces et fiables afin de déterminer la capacité antioxydante de

carotene [9], le test Rancimat [10], le test FRAP (Ferric reducing ability power) [11], test de
réduction du radical stable, le DPPH® [12, 13] etc.
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Pour notre part, nous avons choisi les derni¢res méthodes pour valoriser I’huile essentielle de
la partie aérienne du Daucus gracilis

~Test de réduction du radical stable, le DPPH®°

Utilisé en tant que réactif, DPPH (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl hydrate) offre évidemment
une methode pratique et précise pour titrer les groupes oxydables d'origine naturelle ou
synthétique antioxydants. Environ 1mL de 0,006%solution de DPPH dans I’éthanol est mélangé
avec un volume égal d'extraits d'essai 4 différentes concentrations (0.04 2 0.2 mg/mL) et maintenu
dans l'obscurité pendant 30 min. Absorbance a été lue 4 517 nm a 'aide d’un spectrophotométre
(U.V-VIS Spectrophotometer, Optizen POP). Pour chaque dilution, on prépare un blanc constitué
de ImL de la solution 4 tester et 1mlL d’éthanol.

v Le contréle négatif est composé de 1mL de la solution éthanolique au DDPH et de 1mL
d’éthanol.

v Le contréle positif est représenté par une solution d’acide ascorbique dont I’absorbance est
mesurée dans les mémes conditions que I’échantillon testé.

= Calcul des pourcentages d'inhibition Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la
formule suivante:

1% = [(Ac— A7) | Ad] x 100[36]
Ac: Absorbance du controle ;Ar: Absorbance du test effectud.

= Calcul des ICsg :[14]ICsy ou concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée ECs pour Efficient
concentration50), est la concentration de ’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH®. Les ICs, sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes
tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées.
- Calcul de lactivité antiradicalaire (Scavenging activity):1.’activité antiradicalaire est déterminée
en calculant 'inverse des valeurs des ICs; |

Aur=1/IC

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures. Ils sont représentés
comme suit :
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Fig.3 : Activités des huiles essentielles, de 1’acide ascorbique et I’acide gallique.
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Histogramme 4:Comparaison entre ’activité des huiles essentielles, de I’acide ascorbique
et I’acide gallique.

Résultats et Discussion

Le test de DPPH comparé avec celui de acide ascorbique (AA) et I’acide gallique (AG),
deux antioxydants forts, montre une activité antioxydante faible. Plusieurs essais a différentes
concentrations d’huile, ont révéléque la solution de coloration jaune, révélatrice d’un test positif,
est obtenue a4 une concentration de 320mg/mL. Cette activité mesurée est sans doute due a la
présence des deux composés phénoliques : phényléthy-2-méthyl butyrate et le 2-phényléthyl
isovalérate et/ou a I’effet de synergie des tous les composés présents dans ’huile.

-Méthode de réduction du Fer :FRAP(Ferric reducing antioxidant Ppower)

Le protocole expérimental suivi est celui de KARAGOZLER et Coll, 2008. 1 mL de
’échantillon & différentes concentrations (concentrations initiales : 0.50mg/mL, 0.75mg/mL,
Img/mL et 1.5mg/mlL), est meélangé avec 2.5 mL d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH
6.6) et 2.5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium K;F e(CN)s a 1%. Le tout est incubé a
50°C pendant 20min, puis refroidi a la température ambiante. 2.5 mL d’acide trichloracétique a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés pendant 10 min. 2.5 mL
du surnageant sont ajoutés 4 2.5mL d’eau distillée et 500uL d’une solution de chlorure du fer
(FeCls, 6H,0) a 0.1% sont ajoutés au mélange. La lecture des absorbances se fait contre un blanc
a 700 nm a ’aide d’un spectrophotométre (U.V/VIS Spectrophotometer, Optizen POP). L’acide
ascorbique (AA) est utilisé comme controle positif dans cette expérience, aux mémes
concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales [15].

—&—~ acide ascorbique
07~ —®— huile essentielle
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Fig.4 :Evolution de I’absorbance en fonction des concentrations en H.E et en acide
ascorbique.
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Résultats et Discussion

Cette deuxiéme méthode est basée sur la comparaison du potentiel réducteur du fer de
I'huile essentielle de Daucus gracilis avec celui de 1’acide ascorbique dans les mémes
conditions. L’analyse des résultats de cette méthode montre qu’elle est en parfaite accord avec
celle de la réduction du radical DPPH°. En effet, elle confirme I’activité antioxydante
relativement faible de I’huile a faible concentrations. En revanche, cette activité est
perceptible & des concentrations élevées,
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- Conclusion Générale -

CONCLUSION GENERALE

La richesse de la flore algérienne n’est plus 4 démontrer. Le bassin méditerranéen est I’un des
« points chauds » ou hotspot dans lequel se trouve concentrée la biodiversité. A Pinstar des autres
zones rouges régionales, cette région est caractérisée par une richesse spécifique, un taux
d’endémisme €élevé mais aussi par des menaces anthropiques fortes et en augmentation rapide.

Ce travail de master repose sur I’étude des huiles essentielles d’une espéce endémique du
genre Daucus : Daucus gracilis steinheil appartenant 4 la famille botanique des Apiacées
(Ombelliferes) Notre objectif est de contribuer a I’amélioration des connaissances des ressources
naturelles issues de la biomasse végétale en fournissant des informations scientifiques objectives.

L’analyse de I'huile essentielle Daucus gracilis a permis Iidentification de 50 composes
représentant 93.90% de la composition chimique. Cette derniére est dominée par une forte
proportion en composés oxygénés (plus de 65%), parmi lesquels 65.3% de monoterpenes et 2.3%
de sesquiterpénes. Nos résultats montrent que I’huile essentielle du Daucus gracilis collectée dans
les trois stations étudiées est trés similaire. Cela peut s’expliquer par la ressemblance des facteurs
environnementaux et par la génétique identique du végétal.

Nous avons, ensuite, recherché une valorisation des huiles essentielles étudiées en
développant une approche pluridisciplinaire chimie/activité biologique au travers de la mise en
¢vidence des activités biologiques des huiles essentielles du Daucus gracilis.

Les tests sont menés sur des microorganismes impliqués dans des infections nosocomiales et
alimentaires. Les résultats démontrent le potentiel trés intéressant des huiles essentielles de
Daucus gracilis sur plusieurs pathogénes. Leurs activités sont comparables & ceux des
antibiotiques et antifongiques pris comme références. Ceci est du, principalement, a leur richesse
€n composés oxygenés.

Drautre part, nous avons procédé a la mesure de Pactivité antioxydante de ’huile essentielle
par 'emploi de deux méthodes qui ont I’avantage d’étre facilement mises en ceuvre, le test de
DPPH et le potentiel réducteur du fer (FRAP). Ces deux méthodes révélent une activité
antioxydante de ’huile 4 des concentrations élevées.
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