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Titre : Analyse chimique et propriétés biologiques des huiles essentielles de Chiliadenus rupestris
et Thymus coloratus (Zaater) de la région de Tlemcen

Résumé :

Le présent travail porte sur I’étude de la composition chimique et les propriétés biologique
des huiles essentielles de deux plantes aromatiques endémiques de la région de Tlemcen:
Chiliadenus rupestris et Thymus ciliatus ssp coloratus.

L’analyse des huiles essentielles par CPG et CPG/SM a montré que ’huile essentielle de
Chiliadenus rupestris est riche en bornéol (31,2%) alors que 1’huile essentielle de Thymus coloratus
est riche en camphre (20,7%).

L’évaluation des propriétés biologiques in vitro des deux huiles essentielles, a montré que les
huiles de 7. coloratus et C. rupestris ont une modeste activité antimoisissure (92,5% et 78,75%
respectivement). L’huile essentielle de 7. coloratus a un pouvoir antiradicalaire élevé par rapport a
celui de I'huile essentielle de Chiliadenus (IC50 = 0,023 et IC50= 2,62 mg/ml respectivement).
L’effet hémolytique a révélé que les deux huiles essentielles provoquent une lyse des globules

rouges apres 30 min de réaction (20,61% pour Thymus et 6,18% pour Chiliadenus).

Mots clés : Huiles essentielles, CPG/SM, activité antiradicalaire, activité antimicrobienne, activité

hémolytique, Thymus coloratus, Chiliadenus rupestris.



Title : chemical analysis and biological properties of essential oils of Chiliadenus rupestris and
Thymus coloratus (Zaater) in the region of Tlemcen

Abstract:

The present work gets to study the chemical composition and biological properties of
essential oils of two endemic aromatic plant in the region of Tlemcen : Chiliadenus rupestris and
Thymus ciliatus ssp coloratus.

Analysis of essential oils by GC and GC / MS showed that the essential oil of Chiliadenus
rupestris is rich in borneol (31,2%), while the essential oil of 7Thymus coloratus is rich in camphor
(20,7%).

The evaluation of the biological properties in vitro of two essential oils has shown that the
oils 7. coloratus and C. rupestris have a modest anti-mold activity (92,5% and 78,75%
respectively). The essential oil of 7. coloratus has a high anti-radical power relative to essential oil
of Chiliadenus rupestris (IC50 = 0,023 and IC50 = 2,62 mg / ml respectively). The hemolytic effect
shown that two essential oils cause lysis of red blood cells after 30 minutes of reaction (20,61% for
Thymus and 6,18% for Chiliadenus).

Keywords: essential oils, GC/MS, anti-radical activity, antimicrobial activity, hemolytic

activity, Thymus coloratus, Chiliadenus rupestris
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Introduction

Le recours aux plantes médicinales pour se guérir a pris naissance depuis bien longtemps en
médecine traditionnelle grecque, romaine, indienne, chinoise et arabo musulmane.

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de 1’homme est trés
ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité. Bien qu’une grande partie du XXeéme siecle a été
consacrée a la mise au point de molécules de synthese, la recherche de nouveaux agents
pharmacologiques actifs via le screening de sources naturelles a conduit a la découverte d’un grand
nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de
nombreuses maladies humaines [1].

De nos jours, de trés nombreuses plantes sont utilisées par une majorité des habitants du globe
en médecine traditionnelle. Les plantes (entieres ou parties) ayant une activité thérapeutique
reconnue, sont inscrites a la Pharmacopée. Certaines plantes citées en pharmacopée sont utilisées

en

» Phytothérapie (plantes entieres ou parties de plantes, ex. tisanes).
» Aromathérapie (huiles essentielles ou essences).
» Allopathie (présence d'extraits végétaux dans certaines spécialités, molécules actives

extraites de plantes...).

Les plantes sont tres complexes du point de vue de leur composition chimique. Elles sont
formées de plusieurs milliers de constituants différents, quelques-uns ou parfois un seul est
responsable de I’effet thérapeutique ou de I’effet toxique.

Les composés purs sont généralement utilisés quand les principes actifs des plantes
produisent une forte et spécifique activité ou possédent un faible indice thérapeutique [2]

Donc il faut connaitre les principes actifs de ces plantes médicinales pour étudier leur
efficacité, leur mode d’action et aussi leurs effets secondaires sur la santé¢ humaine.

Dans le cadre de la recherche de molécules a activités biologique nouvelles d’origine
végétale, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le hasard, mais de
le circonscrire selon divers criteres. Le plus utilis€ est celui de leur emploi en médecine

traditionnelle ou populaire qui valorise ’expérience accumulée par les autochtones dans le monde

1
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entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité est de considérer 1I’écosysteme
dans lequel se développent les espéces végétales.

La flore Algérienne, avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques dont
15 % endémiques [3], n’est pas explorée totalement mais il reste beaucoup de plantes dont la
composition chimique est non connue.

Dans le cadre de la valorisation de la flore aromatique et médicinale de I’ouest Algérien,
nous nous sommes proposé d’étudier deux especes endémiques de 1’ Afrique du Nord : Chiliadenus
rupestris (synonyme : Jasonia rupestris) et Thymus coloratus. Le choix de ces deux especes a été
basée (1) sur leur utilisation traditionnelle par la population (antioxydant et anti-inflammatoire), (ii)

il n’ ya pas de travaux réalisés sur ces deux plantes.
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I. Généralités sur les espéces Chiliadenus rupestris et Thymus coloratus
I-1- Chiliadenus rupestris

Le genre Chiliadenus de la famille des Astéracée, a été décrit pour la premiére fois par le
botaniste Francais Cassini (Alexandre Henri Gabriel de Cassini). Il a pour synonyme Jasonia [4].

Les especes appartenant au genre Chiliadenus Cass. sont réparties dans la méditerranée
occidentale [5] (Fig. 1). Les plantes sont herbacées, vivaces, a feuilles alternées, sessiles, ovales a

lancéolées, glandulaires et poilus. Les capitules sont homogame, discoide, solitaire et en grappe.

Fig. 1 : Aire de distribution des espéces du genre Chiliadenus [7].

On connait plusieurs especes [6]:

* Chiliadenus bocconei Brullo (Archipel maltais);
* C. candicans (Del.) Brullo [= Candicans varthemia (Del.) Boiss.] (Egypte, Libye)

* C. hesperius (Maire et Wilczek) Brullo (= Jasonia hesperia Maire et Wilczek), (Anti-Atlas:
Tachilla sud du Maroc) ;

* C. iphionoides (Boiss. &Bl.) Brullo [=Jasonia iphionoides Botsch] (Isthmic Desert (Egypte), le
Liban, la Palestine) ;
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* C. montanus (Vahl) Brullo [= Varthemia conyzoides] (DC.) Boiss, V. montana (Vahl) Boiss.]
(Egypte) ;

* C. rupestris (Pomel) Brullo [= Jasonia rupestris Pomel] (Algérie, Maroc) ;

* C. saxatilis (Lam.) Brullo [= Jasonia saxatilis (Lam.) Guss., J. glutinosa DC.] (L’Est-Sud
Espagne, Majorque, Nord du Maroc.) ;

* C. sericeus (Batt. & Trab.) Brullo [= Jasonia sericea Batt. & Trab., Varthemia sericea (Batt. &
Trab.) Diels] (Sahara central: Tassili-n-Ajjer) ;

* C. lopadusanus [= Orsina camphorata Bertol] (Lampedusa).

I-1-1- Description botanique de Chiliadenus rupestris

D’aprés Quezel et Santa [3], il existe en Algérie une seule espece : Chiliadenus rupestris
Pomel (synonyme Jasonia rupestris). C’est une plante endémique du nord du Maroc et de I'ouest

de I'Algérie (Tlemcen, Ghar Rouban, Maghnia, Monts de Ghazaouet) [8].

Toujours, d’aprés Quezel et Santa [3], C. rupestris a des capitules hétérogames, multiflores et
fleurs filiformes et stériles. Involucre a bractées plurisériées et imbriquées. Réceptacle plan, alvéolé
ou fovéolé. Akenes cylindriques, atténués aux deux bouts, cOtelés et a cotes nombreuses. Aigrette
soit simple, soit double. Quand elle est double, I'extérieure est a poils trés courts ; l'intérieure a
poils longs un peu ciliés. Plante vivace & souche ligneuse, aromatique, toute couverte de glandes
dorées. Tiges ligneuses, rigides, dressées et rameuses. Feuilles entieres, sessiles, ovales ou
elliptiques, penninervées, dentées, ondulées et petites. Capitules terminaux, de 1 cm, a fleurs
pourpre pale. Bractées de I'involucre inégales, les extérieurs noiratres au sommet. Akenes des fleurs
périphériques a aigrette appauvrie, simple ; ceux du disque velus a aigrette double (la partie

intérieure constituée par 20-30 soies rousses deux fois aussi longues que l'akene) (Fig. 2 et 3).
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Fig. 2 : Plante de Chiliadenus rupestris [9]. Fig. 3 : Feuille de C. rupestris [3].
I-1-2- Classification de I’espece Chiliadenus rupestris

Le tableau 1 : Classification de I’espece Chiliadenus rupestris.

Régne Plante

Embranchement Trachéophyte

Classe Magnoliopsida

Ordre Asterales

Familles Asteraceae

Tribu Inuleae

Genre Chiliadenus

Espece Chiliadenus rupestris(Brullo) Pomel.

I-1-3- Utilisations traditionnelles et pharmacologiques

e Utilisations traditionnelles
En Espagne, C. saxatilis est utilisee dans le traitement des troubles de la digestion, de la

diarrhée [10] et comme agent anti catarrhale, sédatif, diurétique et analgésique [11].
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C. montanus est principalement utilisé pour réduire la fiévre, les maux de téte et contre la
faiblesse [12]. Aussi, contre les maladies rénales et contre les symptdmes de la grippe [12].

¢ Utilisations pharmacologiques

Le thé de Roca (C. saxatilis) a des propriétés anti-inflammatoires, antioxydants et
antifongiques [13]. L’extrait de C. saxatilis a un effet relaxant et est utilisé dans la prévention de
I’hypertension et d’autre maladie cardio-vasculaire [14].

Cette plante médicinale est prouvée pour étre efficace pour les troubles neurologiques et
mentaux avec infusion [15]. De nombreuses études sur C. saxatilis suggerent que c’est une plante
médicinale efficace pour la prévention et le traitement de divers troubles digestifs et peut étre utilisé
apres leur validation pour améliorer les résultats de ces troubles [16].

L’extrait des parties aériennes de C. montanus peut avoir une valeur thérapeutique dans le
cholestases biliaire [17]. L’extrait ethanolique de C. montanus a le potentielle comme agent

présentatif pour le diabete 2 [18].

L’extrait de C. iphionoides augmente la sécrétion d'insuline voir l'absorption du glucose par
les adipocytes et les myotubes squelettiques [19].

I-1-4- Etudes phytochimiques antérieures

Le Kudtdiol a été isolé des parties ariennes seches de C. saxatilis par chromatographie sur
colonne [20]. Chez C. saxatilis, on a trouvé des sesquiterpénoides la lucinone et le glutinone [21].

Deux nouveaux alcools sesquiterpéniques ont été isolés a partir des parties aériennes de C.
saxatilis et caractérises par RMN 1D et 2D: (11 R) -Eudesma-4-ene-11,12-diol, (11 R) -
Eudesmane-5a, | 1,12-triol [22].

Les huiles essentielles des feuilles de C. saxatilis obtenu par distillation a la vapeur et
analysées par CG/SM, ont montré la présence de camphre (31,5%), bornéol (15,7%), oxyde de
caryophyllene (11,4%), farnésol (8,6%) et bornyl formate (2,9%) [23].

Dans I’étude phytochimique de C. saxatilis, les chercheurs ont montré que cette plante
contient des huiles essentielles et des flavonoides avec plusieurs activités biologiques comme
(i) anti inflammatoire de la cyclooxygénase (COX) et la 5-lipoxygénase (5-LOX), (ii) anti-
thromboxane et antimicrobienne [16].

L'extraction des feuilles (séche et broyer) de C. candicans avec n-hexane-Et,0-MeOH a

permis d’isoler sept nouveaux sesquiterpenes et lactones sesquiterpéniques [24].
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De I’espece C. montanus, ils ont isolés des flavonoides la quercétine, un éther méthylique de
6-hydroxykaempferol, et trois des éthers méthyliques de la quercétine [25]. Les parties aériennes de
C. montanus contiennent un nouveau sesquiterpéne le montanone [26]. D’autres extraits de
C. montanus, ont montré la présence de jasonin-a, jasonin-b et jasonin-c. Ces composés se sont
révélés hypoglycémiants et antimicrobiens [27].

L’analyse de I'huile essentielle de C. lopadusanus par CG/SM a montré la présence des
composés : camphre (55.19%), bornéol (6.75%) ; 1,8 cinéole (5.55%). Le thymol, carvacrol,
pinocarveol, et menthadienol sont présents mais & des taux faibles [28]. Une autre étude a montré
que les huiles essentielles des feuilles et des fleurs de C. lopadusanus obtenues par
hydrodistillation et analysées par CG/SM, contiennent du camphre (39.4%) dans les feuilles et
(24.0%) dans les fleurs, suivi du torreyol (6.7%), du t-cadinol (5.2%) et du 1,8 cinéole (3.8%) dans
les feuilles, alors que dans les fleurs on a du t-cadinol (15.2%), t-murolol (5.1%) et du torreyol
(4.5%) [29].

I-2- Thymus coloratus

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées [30]. Il
regroupe un grand nombre d’espéces, sous-especes et variétés de plantes sauvages. Avec pour
centre de diversité le bassin méditerranéen, les espéces de ce genre sont naturellement répandues
dans toute I’Eurasie, une partie de I’Afrique du Nord ainsi qu’en Islande et sur la cote
Groenlandaise (Fig.4).
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Fig. 4 : Aire de distribution des especes du genre Thymus [31].

Le genre Thymus compte plus de 400 especes dont 26 poussent en Algérie. Parmi elles,
certaines sont endémiques de I’Algérie telles que Thymus pallescens de Noé, Thymus dreatensis
Batt., Thymus guyonii de Noé et Thymus lanceolatus Desf.. D’autres sont endémiques du nord-
africain comme Thymus ciliatus Desf., Thymus fontanesii Boiss. et Reut., Thymus numidicus Poiret.,
Thymus munbyanus Boiss. et Reut. et Thymus algeriensis Boiss. et Reut. [32, 33, 34]. Le thym est
une plante sous-ligneuse, odorante qui forme des touffes compactes tres ramifiées qui s'élévent a
une vingtaine de centimetres au-dessus du sol. Il pousse de fagon spontanée sur les coteaux secs et
rocailleux et dans les garrigues. Les feuilles du thym sont plus ou moins contractées et les
inflorescences sont en faux verticilles. Le calice quant a lui est tubuleux et la corolle est plus au
moins exserte [3]. Toutes les especes du genre Thymus produisent des huiles essentielles [35] et se
caractérisent par une grande variabilité chimique [36].

Le thym est utilisé fréqguemment par les populations grace a ses diverses propriétés importantes.
Il est utilisé dans la cuisine algérienne pour faire les différents plats et recommandé contre tous les
types de faiblesse. Il est indiqué pour les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi que les
affections de la bouche, les contusions et les accidents articulaires [37]. Il est considérée aussi
comme I’'un des remedes populaires les plus utiles et efficaces, dans le traitement des affections

respiratoires, rhume, grippe, cicatrisation et I’expulsion des gaz intestinaux [38].
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L’huile essentielle de thym a un gout piquant, épicé et une odeur forte. Elle contient du
thymol et du carvacrol a des proportions variables suivant I’origine de I’espéce. Selon le docteur
[39], I'huile essentielle de thym tue le bacille de typhoide en quelques minutes seulement.

En pharmacie, le thymol et le carvacrol sont employés en collutoires, dans les dentifrices, les
savons, les onguents, les lotions, les pastilles pour la gorge et les remedes antigrippes. Plusieurs
études ont montré que le thymol possede de nombreuses activités biologiques telles que I’activité
antispasmodique, antimicrobienne, fongicide, insecticide, antioxydant, anti-cancérigéne et anti-
inflammatoire [40, 41].

I-2-1- Description botanique de Thymus coloratus

Thymus ciliatus (Desf) Benth. est une plante aromatique endémique qui se trouve a I’état
spontané sous forme d’un sous-arbrisseau tres ramifié a la base et trés feuillu présentant un
polymorphisme remarquable [32].

Ce thym peut atteindre 40 centimetres de hauteur, pouvant former des touffes bien étalées sur
le sol. Les petites feuilles florales sont peu dilatées et opposées, sans stipules, courtement pétiolées,
oblongues, glabres, mais généralement ciliées a la base et un peu enroulées sur les bords colorées
[38]. Les feuilles sont sessiles, elliptiques, lancéolées. La tige généralement tétra-angulaire est tres
ramifiée et ligneuse en sa partie inférieure. Cette espéce pousse autour du bassin méditerranéen et
dans le Nord de I’ Algérie, au printemps qui se caractérise par des jours courts, un climat humide et
une température moyenne [35]. Elle est rencontrée dans les pelouses, les broussailles, matorrals,
sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux [42], dans toutes les régions montagneuses
[38].

Le Thymus ciliatus (Fig. 5) est rencontré sous la forme de trois ssp : la ssp euciliatus (Fig. 6),

la ssp coloratus (Fig. 7) et la ssp munbyanus [35].
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Fig.5: Thymus ciliatus
[43]

Fig.6: ssp euciliatus [43] Fig.7: ssp coloratus [43]

10
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e Sous-espéce coloratus

La ssp coloratus (Boiss et Reut) Batt. est un sous arbrisseaux a capitule dense, gros et a feuilles
florales plus ou moins tachées de pourpre au moins a la base. Les fleurs ne dépasse pas 7 a 8mm
et sont en général plus pales [3, 35, 42].

e Sous-espéce euciliatus

La ssp euciliatus Maire possede des fleurs tres grandes rouges ou violacées dépassant< 1cm de
long, les feuilles sont linéaires ciliées sur les marges, florales ovales et vertes, préfére les
pelouses broussailles et il est répondu dans toutes I’ Algérie [3, 35, 42].

e Sous-espéce munbyanus

La ssp munbyanus (Boiss et Reut) Batt. est caractérise par des feuilles florales vertes [35].

I-2-2- Classification botanique
Le Thymus coloratus est classé comme suit : [20]

Le tableau 2 : Classification botanique de thymus coloratus.

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Spermaphytes (phanérogames)
Sous classe Métachlamydées (gamopétales)
Ordre Tubiflorales

Famille Lamiacees

Genre Thymus

Espece Ciliatus

Sous-espece T. coloratus

11
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I-2-3- Propriétés thérapeutiques

De nos jours, le thym est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne. Ses feuilles
sont riches en huiles essentielles dont les propriétés sont mises a profit en phytothérapie et en
médecine, notamment : antiparasite, antispasmodique, antiseptique et digestif. Cela a été mentionné
dans plusieurs études [44, 45, 46]. Il est trés utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes
. les feuilles sont utilisées en infusion contre la toux ; en décoction pour guérir la migraine,
I’hypertension et la gastrite ; en usage externe comme cicatrisant. Il possede des vertus
antiseptiques utilisées pour soigner les infections pulmonaires [45, 47, 48]. T. coloratus représente

une activité antioxydant due a la présence des flavonoides [42].
I-2-4- Travaux antérieures sur la composition chimique de T. coloratus

En Algérie, il y a plusieurs espéces et sous especes de Thymus dont chaqu’une a sa

composition chimique et sa propre activité biologique.

D’aprés le tableau 3, les travaux réalisés sur I’HE de I’espéce Thymus ciliatus, ssp eu-
ciliatus et la ssp munbyanus, ont montré la présence du thymol et du carvacrol comme composés
majoritaires. La richesse de ces essences en thymol et carvacrol donnent une efficacité

antimicrobienne et une efficacité antioxydante.

Pour la ssp coloratus, il n’y a aucune étude antérieure sur la composition chimique de I’'HE

de cette plante.

12
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Tableau 3 : Travaux antérieures sur le genre Thymus

THYMUS

Activité Antibactérienne

Huile essentielle Activité Antioxydant
[49] [50]
Etude du polymorphisme chimique dans le genre Thymus.
Etude de la composition chimique de I’HE de T. ciliatus de Terny et de [51]
Sidi-Djillali situées dans la Wilaya de Tlemcen. 07
composés ont été mis en évidence par I'analyse CCM et 13 composés
par l'analyse CPG.
Principalement des monoterpénes : thymol et carvacrol représentent les [52]
composés majoritaires du genre, suivi par le linalol, le p-cymeéne, le y-
terpinene, le bornéol, le terpinéne-4-ol et le 1, 8-cinéole.
Principaux constituants chimiques de I’huile essentielle : Huile essentielle de T. ciliatus a montré [53]
> thymol (44,2 %) une forte activité antibactérienne et
> B-E-ociméne (25,8 %) antifongique, due principalement a la
> o—terpinene (12,3 %) richesse de cette essence en thymol connu
pour son efficacité contre les agents
microbiens.




Principaux constituants chimique de I’huile essentielle de Thymus| > Activité antibactérienne de [I'huile [54]
ciliatus, récoltée a Ain Mlila (Oum EI Bouaghi). essentielle a été testé contre les

> le thymol (54,98%) bactéries par [lutilisation de la

> y-terpinéne (11,33%) méthode de diffusion sur disque.

- & 0,
> p-cymene (6,66%) > Activité antioxydante a également été
> le carvacrol (4,96%) étudiée par l'utilisation de la méthode
de blanchiment au p-carotene.

Principaux composés de I’huile essentielle des parties aériennes fraiches [55]

de Thymus ciliatus qui se développe dans divers sols d'Algérie et le
Maroc :

» Carvacrol (0,2 a 80,3%)
» p-Cymene (0,8 a 19,6%)
> v-Terpinéne(0,2 & 14,6%)
» Thymol (0,2 a 79,1%)

» Camphre (7,5%)

> a-Pinéne (8,7% a 12,3%)

Etude bibliographique
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» Trans-B-ocimeéne (25,8%)

> Nérolidol (6,9%).

Huile essentielle de Thymus ciliatus est
active sur les souches de Pseudomonas
aeruginosa  productrices de VIM-2
carbapénémases a une concentration
minimale inhibitrice moyenne de 1,7
mg/ml. Parce que c’est une plante
richesse en HE phénoliques.

[56]

Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus récolté dans I’ouest Algérien produit
une huile essentielle dont la composition est :

>

YV V YV VY

Carvacrol (de 72,4 a 80,3%)
Thymol

y-Terpinéne (0,2 a 0,5 %)
Myrcene (1,1 a 2 %)
Linalool (0,6 a 1,5 %)

> Huile essentielle indique une
activité antimicrobienne.

[35]
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La composition chimique de T.munbyanus récoltée en Algérie > Activité antibactérienne de I’huile [57]
» p-Cymeéne (8%) par la méthode de diffusion sur gélose
» Limonéne (2%) contre  Escherichia coli, Salmonella
» Thymol (2%) enterica sérotype thyphimurium,
» vy-Terpinéne (6%) Staphylococcus aureus résistant a la
» Carvacrol (71%) méticilline et Listeria monocytogenes.
Etude phytochimique et évaluation de I’activité anti-oxydante de [42, 58]

Thymus ciliatus ssp. coloratus.
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11- Généralité sur les Huiles essentielles
I1-1-Aromathérapie

L’aromathérapie se définit comme une méthode de traitement des maladies par les huiles
essentielles (encore appelées huiles volatiles, essences, essences aromatiques, essences végétales).
Cette définition peut s’étendre aussi aux aromates c’est-a-dire a « « tout parfum d’origine végétal
utilisé en médecine, en parfumerie ou en cuisine » » [59].

11-2-Définition de I’huile essentielle

L’huile essentielle est définie comme I’extrait naturel de plantes ou d’arbres aromatiques.
Le terme « « huile » » se rapportant au caractére visqueux et hydrophobe de ces substances et le

terme « « essentielle » » se comprenant comme étant la caractéristique principale de la plante [60].

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme: « un produit obtenu a
partir d’une matiére premiére vegétale, soit par entrainement & la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation [61].

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs,

feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines [62].

11-4-Composition chimique

Pour la Pharmacopée francaise, les huiles essentielles sont "des produits de composition
généralement assez complexe renfermant plusieurs centaines de molécules chimiques différentes.
Les plus fréguemment rencontrés sont les alcools (phénols et sesquiterpénols), les cétones, les
aldéhydes terpéniques, les esters, les éthers, les terpenes et les oxydes. Ces principes volatils

contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation” [63].

11-5-Propriétés physico-chimiques des HE

D’une maniére générale, les propriétés et les caractéristiques d'un huile essentielle sont: les
différents indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans I'alcool, point d'ébullition et
congélation [64].

Toutes les HE sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus souvent

inférieure a 1 seul 03 huiles essentielles officinales ont une densité supérieur a celle de I'eau: ce sont
17
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les huiles essentielles de Cannelle, de Giroflier, de Sassafras; Elles sont peu solubles dans I’eau,
solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants organiques. Elles sont altérables et tres

sensibles a I’oxydation, ce sont des liquides a la température ordinaire [65].

11-6-Domaines d’utilisations

e Phytothérapie

e Parfumerie et cosmétologie
On utilise les huiles essentielles dans les créemes, les gels & cause de leur activité antiseptique et
antioxydant [66].

e Industrie alimentaire
On cherche toujours a avoir une conservation saine et de longue durée pour les produits consommés
ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure. Alors, Les plantes aromatiques et leur HE sont
utilisés dans la conservation des denrées alimentaires, 1ls y sont rajoutés pour augmenter le goQt et
pour empécher le développement des contaminants alimentaires [67].
Plusieurs travaux ont montré que les HE de thym, d’origan, de cannelle et d’autres plantes
aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et

champignons responsables de toxi-infections alimentaires [68, 69].

11-7-Toxicité des huiles essentielles
D’aprés la confédération de Suisse [70] :

e Certaines substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour I'nomme
au méme titre que certaines substances de synthese. Les huiles essentielles contenant surtout des
phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses comme la Cannelle de
Ceylan, Basilic exotique, Menthe, Clou de girofle, Niaouli, Thym a thymol, Marjolaine, Sarriette,
Lemon-grass.

e De plus, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées
allergiques [71].

e Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent se comporter en
irritant des muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les

asthmatiques.
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e Une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité,

générer une toxicité élevée voir un coma et méme la mort.

11-8-Methodes d’extractions

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles parmi :
1-Extraction par entrainement a la vapeur

Dans ce systéeme I'extraction est basée sur I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée
dans I'extracteur. L'essence est entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé
sur une surface froide et I'nuile essentielle se sépare par décantation [72].
2-Extraction par hydrodistillation d’huile essentielle

Dans le cas de | “hydrodistillation qui est la méthode la plus utilisée [73], I'nydrodistillation
« water distillation » ou le matériel végétal a extraire est en contact direct avec I'eau en ébullition, la
vapeur d’eau produite entraine avec elle les essences de la plante [74].
3-Extraction par hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une variante de I’entrainement & la vapeur d’eau. Dans le cas de
I’hydrodiffusion le flux de la vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique exploite
ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette méthode réside dans I’ utilisation de
la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « vapeur d’eau-huile essentielle » dispersé dans

la matiére végétale [72].
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Matériel et méthodes

Matériel et méthodes :

1- Provenance du matériel végétal

L’espéce Chiliadenus rupestris a été récoltée en période de pleine floraison dans la région de
Maghnia, alors que I’espéce Thymus coloratus a été récoltée aussi en période de pleine floraison
dans deux stations a « Bouhanak » » et a « Lalla Seti » situées dans la wilaya de Tlemcen. La
récolte des deux espéces a eté réalisée a la fin du mois d’avril 2016. Aprés la récolte, le matériel
végétal est identifié, nettoyé (débarrassé des débris) et étalé sur papier filtre puis laissé sécher a
I’ombre et a I’air libre pendant trois jours. Une fois séché, le matériel est soumis a I’extraction
(tableau 4).

Tableau 4 : Les stations géographiques de récolte des plantes aromatiques situations géographiques
et leurs étages bioclimatiques [75].

Plantes

Partie de la

Stations de Etage Altitude | Pluviométrie
récolte plante bioclimatique (m) (mm)
ThYMUS =) 4 la et Semi-aride 1190 400
coloratus ) tempéreé
Feuilles et
Bouhanak fleurs Aride froid 600 577
Chllladepus Maghnia Semi aride 390 450
rupestris chaud

2- Extraction de I’huile essentielle

L’obtention de I’huile essentielle a été réalisée par I’ hydrodistillation dans un appareil de
type Clevenger sur la partie aérienne de la plante seche pendant 3h. Cette méthode consiste a
immerger directement le matériel végétal dans I’eau qui est portée a I’ébullition. Le dispositif utilisé
est constitué d’un ballon en verre, placé au dessus d’un chauffe ballon, contenant de I’eau et le
materiel & traiter, et surmonté d’une colonne a distiller en verre. Cette colonne est elle méme reliée
a un réfrigérant qui condense les vapeurs d’eau que I’on recueille sous forme de distillat dans une
burette ou le volume est lu directement. Les huiles obtenues ont été déshydratées sur le sulfate de
magnésium (MgSO,) et conservées a 4 °C et a I’abri de la lumiere (Fig. 8).
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Fig. 8 : Montage de type Clevenger pour l'extraction des huiles essentielles.

2-1- Détermination de rendement

Le rendement en HE est définit comme étant le rapport entre la masse d'HE obtenue et la
masse de matériel végétale a traité [76].

R™ % =mx 10°/ m,

m : masse en gramme d'HE

Mo : masse en gramme de matériel végeétal traité.

3- Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Les analyses GC ont été effectuées en utilisant un appareil Perkin Elmer GC Autosystem
équipé d'un injecteur unique et de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID). L'appareil est doté
de deux colonnes de silice fondue capillaires (60 m x 0,22 mm de diametre, épaisseur de film
0,25 um) avec différentes phases stationnaires: Ritx-1 (polydiméthylsiloxane) et Rtx-Wax
(polyéthyléne glycol). Programme de température : 60-230 °C & 2 °C/min puis maintenus isotherme
a 230 °C (30 min). Gaz vecteur : hélium (1 ml/min). Températures d'injecteur et du détecteur ont eu
lieu & 280 °C. Injection a été réalisee avec un rapport de division de 1:80. Volume injecté : 0,1 pl.

Les analyses CG/SM ont été effectuées a l'aide d'un détecteur Perkin Elmer TurboMass,
directement couplé a un XL Perkin Elmer Autosystem équipé de colonnes de silice fondue
capillaires (60 mx0,22 mm de diametre, épaisseur du film 0,25 um), Rtx-1 (polydiméthylsiloxane)
et Rtx-Wax (polyéthyléne glycol). Autres conditions CG étaient les mémes que décrit ci-dessus.
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Les conditions de la CG/SM (IE) : température de la source d'ions : 150 °C ; énergie d'ionisation :
70 eV ; spectres électroniques de masse a ionisation ont été acquises sur la gamme de masse de 35 a
350 Da. Temps de numérisation : 1 s. L’injection a été réalisée avec un rapport de division de 1:80.

L’identification des composants est fondée : (i) la comparaison de leurs indices de rétention
(RI GC) sur des colonnes apolaires et polaires, déterminée par rapport au temps de rétention d'une
série de n-alcanes avec une interpolation linéaire, avec les composée authentiques ou des données
de la littérature, et (ii) sur l'ordinateur correspondant a des bibliothéques spectrales de masses
commerciales [77][78][79] et avec la comparaison des spectres avec ceux de notre bibliotheque
personnelle. La quantité relative de chaque composant a été réalisée sur la base de leurs surfaces de
pics sur les deux colonnes GC capillaires Rtx-1 et Rtx-Wax, sans correction du facteur de réponse
du FID.

4- Tests microbiologiques
4-1- Provenance des souches testées

Les souches qui ont été testées sont des souches de références représentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Les différents microorganismes testés.

Souches Origine
Stapylococcus aureus (Sa) ATCC 25923
Bacillus cereus (Bc) ATCC 11778
Eenterococcus foecalis (Ef) ATCC 29212
Bacillus subtilis (Bs) ATCC 6633
Gram + | Listeria monocytogenes (Lm) ATCC 19115 Laboratoire de

Bactéries

Klebseilla pneumonaie (Kp) ATCC 70603 microbiologie appliqueée
Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 27853 (LAMAABE)

Echerichia coli (Ec) ATCC 25922

Gram - Tlemcen

Candida albicans (Cal) IPP 444

Levures

Candida albicans (Ca2) IPP 10231

Moisissure Aspergillus flavus (Af) 994224
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4-2- Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 4°c dans des tubes contenant des milieux de cultures inclinés
spécifiques pour chagque groupe de microorganismes (Gélose Nutritive pour les bactéries,
Sabouraud Dextrose Agar pour les levures et PDA acidifié pour les moisissures).

4-3- Les milieux de culture

- Bactéries : Bouillon Nutritif, Gélose Nutritive, Mueller Hinton, BHIB.
- Levures : Sabouraud liquide, Sabouraud Dextrose Agar + chloramphénicol.
- Moisissures : PDA acidifié (pH= 4.5)

4-4- Préparation des inoculums
¢ Standardisation des inoculums

La standardisation de I’inoculum se fait a I’aide d’un colorimetre, des précultures sont faites
sur bouillon nutritif (bactéries), Sabouraud liquide (levures). La lecture de la DO a été faite a 625
nm, soit une DO entre 0.08 et 0.1 correspond & 10° UFC/m.

¢ Précultures de la moisissure

Sur une boite de pétri, contenant le PDA solide, on dépose un disque au centre de la boite

provenant d’une culture pure préparé au préalable puis on incube pendant 7 jours.
4-5- Méthodes d’évaluation du pouvoir antimicrobien
4.5.1. Méthode de Vincent (Aromatogramme)

+ Essais antibactérien et anticandida
Cette derniére consiste a déposer les disques de papier Wattman de 6 mm imprégné de 5ul de
I’huile essentielle a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé par écouvillonnage
[80][81]. La lecture des résultats est réalisée par la mesure des diametres des zones clairs
d’inhibition autour des disques en mm selon la fourchette proposé par [82] comme suit :

@ < 8mm : non sensible 14 < § < 20mm : trés sensible

8mm < ¢ <14mm : sensible ¢ > 20mm : extrémement sensible

+ Essai antimosissure
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L’effet antimoisissure a été réalisé avec 10, 50 et 100ul d’H.E. Les substances sont ajoutées a
20 ml du milieu P.D.A en surfusion et coulés immédiatement dans la boite de Pétri. Apres
refroidissement, on dépose des disques de mycélium de 6 mm au centre de la boite prélevé d’une
culture de 7 jours puis incuber a 25°c pendant une semaine. Les résultats sont exprimés par la
mesure des diametres des zones de croissance de I’hyphe. La mesure de taux d’inhibition de la
croissance mycélienne se traduit par I’application de la formule suivante [83].

Db -Da
Db

x100

Avec :

I : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne en %.
Da: Le diamétre de la colonie mycélienne dans I’expérience (mm).
Db : Le diamétre de témoin (mm).

4.5.2.Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La CMI (concentration minimale inhibitrice) correspond a la plus faible concentration capable
d'inhiber toute croissance visible du germe. Nous avons utilisé la méthode de microplaque a 96
puits a fond rond [84].

400ul de I’H.E sont mélangées avec 500ul de B.N. et du Tween 80 pour une concentration de
1% dans le but d’avoir une miscibilité totale de I’huile dans le bouillon. Une deuxieme solution dite
blanche a été préparée avec le bouillon Muller-Hinton et le Tween 80 avec une méme concentration
de 1%. Cette solution a été utilisée pour compléter les dilutions successives de la premiére solution
qui contiennent I’huile essentielle et afin que la concentration de Tween 80 reste la méme a 1%
dans les différentes concentrations préparées. Préparer des dilutions décroissante a raison de % afin
d’obtenir des concentrations de 400ul/ml jusqu'a 0,35ul/ml (Fig. 9).

24



Matériel et méthodes

Dilution %2
500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500upL
400 200 100 50 25 12,5 6,25 31 15 0,7 0,35
pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml pL/ml

\I./ NN N AN ANN

500ul de B .N » 500ul de B.N +1% de Tween 80 <

+ 1% de Tween 80+400ul de I’'H.E

Fig. 9 : Schéma de préparation des dilutions de I’huile essentielle.

Pour la préparation de la microplaque (voir la fig. 10). L’inoculum est préparé comme ci-
dessus, mais avec une concentration de 10° UFC/m.

[
>

20ul de dilution de I'H.E

(Dilution 1/10)

025 0125 006 0,03 0,015 0,007 T,

QQ OO0 QQQQQQQ

<
a

180ul du milieu de culture inoculée

T, : témoin négatif ; T, : témoin positif

Fig. 10: Schéma de la méthode de microplaque.
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4.5.3. Antibiogramme

Nous avons utilisé la méthode de I’antibiogramme selon les recommandations du [85]. Les
ATB utilisés sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Les antibiotiques utilises

Souches Antibiotiques Symbole Charge du disque
Bactéries Gentamycine GEN 11 g
Levure Amphotéricine B AmB 100 ug
Moisissure Econasol EC 50ug

5- Pouvoir antioxydant

Nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2- diphényl-1-picrylhydrazyl) pour déterminer le
pouvoir antioxydant selon le protocole de [86].

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPHe) est un radical organique stable, coloré et centré
sur I’azote. Le maximum de son absorption se situe vers 517 nm dans le méthanol et I’éthanol [87].

Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont capables de réduire le DPPH, ce qui
conduit au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H) et au radical Re.

Le DPPH a une couleur violette mais cette couleur disparait lorsqu’il est réduit par un

capteur de radicaux et devient jaune (Fig. 11).
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NO >
/o U T/ @%_
O o @

DPPH’ (radical libre) DPPH (non radical)

S RH : antioxydant ; R : radical libre y

Fig. 11 : Réaction du DPPH avec un antioxydant [88].

Technique : On ajoute 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025g/l) sur cinquante
microlitres de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations ou de standard
(acide ascorbique),

La lecture de I’'absorbance se fait par rapport a un blanc préparé pour chaque concentration a
517nm aprées 30 minutes d’incubation & I’obscurité et a la température ambiante.

Le control positif « « solution d’un antioxydant standard » » : c’est I’absorbance de I’acide
ascorbique qui a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante:

% = [(A controle — A Echantillon) /AbS contréle] x 100

A control - Absorbance du controle.
A Echantillon: Absorbance de I’échantillon testé.

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur IC50 qui est la concentration du substrat
qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH [89].
Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testées.
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6-Pouvoir hémolytique (test de cytotoxicité)

Pour évaluer la toxicité des huiles, nous avons utilisé le modéle universel, les globules rouges
provenant d’un donneur unique sain.
Technique : Du sang fraichement prélevé sur un tube sec est centrifugé a 4000 tours/ minutes a
4 °C pendant 5 minutes a l'aide d'une centrifugeuse type Eppendorf Centrifuge 5804R. Aprés
élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec le tampon phosphate de sodium salé (PBS)
10 mM, pH 7,4. Les globules rouges sont suspendus dans le tampon phosphate salé (PBS) 10 mM,
pH 7,4 a raison de 4000 cellules/ml (0,25 ml sont mis en contact avec 4,75 ml de tampon phosphate
salé de sodium (PBS) 10 mM, pH 7,4). La suspension érythrocytaire a 5% est incubée (dans un
incubateur de paillasse type WiseBath) a 37 °c pendant 60 min avec différentes concentrations des
extraits solubilisés dans du DMSO (1%). Des prélevements de 0,5 ml sont réalisés toutes les 15 min
pour étre re-suspendus dans 2,5 ml d'une solution de lavage glacée de Mgcl, 2 mM et NaCl 10
mM. Les tubes sont centrifugés a 4000 tours/ minutes pendant 5 min. Le surnageant est utilisé pour
suivre la fuite de I'némoglobine intracellulaire par mesure de I'absorbance a une longueur d'onde de

540 nm a l'aide d'un photocolorimétre de type Fisher Scientific.

Pour chaque échantillon le pourcentage de l'activité hémolytique maximale est déterminé par

I'équation [90]:

Taux d'hémolyse (%) = 100% X (Asso nm de I'échantillon - Asso nm de contrdle négatif)

Asyo controle positif
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Résultats et discussion
1-Calcul de rendement en huile essentielle
Les rendements en HE des deus especes de plantes sont consignés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Teneurs en huiles essentielles obtenues par hydrodistillation de Chiliadenus rupestris
et Thymus coloratus

Especes Origine Partie utilisée R™" en %
Chiliadenus rupestris Maghnia Feuilles et fleurs 0,26
Lala Seti Feuilles 0,34
Fleurs 1,00
Thymus coloratus Bouhanek Feuilles et fleurs 1,15

D’apres le tableau 7, on remarque que le rendement en H.E de Chiliadenus rupestris est de
0,26 %. Par contre le rendement en H.E de Thymus coloratus est compris entre 0,34 % a 1,15 %.

On note aussi, que le rendement par organe de thym, que les fleurs sont plus riches en H.E
(1%) que les feuilles (0.34 %). Alors que par station, I’échantillon de Lala Seti a donné un
rendement en HE (1,34%) supérieure a celui de Bouhanek (1,15%).

Au vu de la bibliographie, il n’y a pas de travaux réalises sur la composition chimique des
HEs des deux espéces étudiées. Mais en comparaison avec d’autres especes du méme genre
(tableau 8), nous remarquons que les rendements des sous espéces de Ciliatus (T. eu-ciliatus et

T. mubyanus) sont plus riches en HE que I’espéce T. coloratus.

Tableau 8 : Tableau comparatif des teneurs en HE des especes de Chiliadenus et de Thymus

Rments (%)
0,26 (Maghnia)
1,34 (Lala Seti)
1,15 (Bouhenak)

Espéces Sources bibliographiques

Chiliadenus rupestris Nos résultats

Thymus coloratus

Thymus eu-ciliatus

3.0-5.1% (Tlemcen)

[35]

Thymus mubyanus

3% (v/w: Hennaia)

[57]
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Cette différence entre les rendements d’extraction obtenus pour les différentes espéces est
duaux facteurs climatiques (chaleur, froid), géographiques (altitude, nature du sol, taux

d’exposition au soleil) et la nature des plantes aromatiques.

2-Analyse des huiles essentielles

Les résultats de I’analyse des HE des parties aériennes (feuilles et fleurs) de C. rupestris et
de T. coloratus sont représentés dans le tableau 9 et illustrés par les chromatogrammes (voir
Annexe 1: Fig. 12 et 13).

Tableau 9 : Composition chimique partielle (%) des huiles essentielles de C. rupestris

et T. coloratus obtenues par hydrodistillation.

Composés Ir, Ir, | C.rupestris | T. coloratus
a-Pinene 931 | 1022 0.1 4.4
Camphene 943 | 1066 0.2 9.6
1-Octen-3-ol 959 | 1446 - 1.2
Sabinene 966 | 1120 - 1.2
B-Pinene 970 | 1110 0.1 2.9
Myrcene 979 | 1159 0.2 8.3
p-Cymene 1011 | 1268 0.2 3.2
Limonene +1,8-cineole 1021 | 1212 0.2 13.0
Y-Terpinene 1047 | 1243 - 1.4
trans-Sabinene hydrate 1051 | 1451 0.1 2.6
Linalool 1081 | 1544 0.4 0.2
Camphre 1125 | 1517 1.0 20.7
Borneol 1148 | 1698 31.2 9.4
Terpinen-4-ol 1161 | 1600 - 1.0
a-Terpineol 1172 | 1697 1.0 0.8
Bornyl acétate 1269 | 1515 3.0 0.1
Carvacrol 1278 | 2219 - 1.2
D- germacréne 1.0 -
Cadinene 1.0 -
Nérolidol 4.1 -
[-Bisabolene 1500 | 1720 - 1.8
Caryophyllene oxide 1576 | 1980 0.5 -
Bisabolol 1.2

Ira: Indice de retention sur colonne apolaire, Ir,: Indice de rétention sur colonne polaire
Tr : traces ; - : Absence

Selon le tableau 9, lI'analyse partielle des deux huiles essentielles de Chiliadenus rupestris et
Thymus coloratus par CPG et CPG/SM a permis l'identification de 23 composés représentant 46,8%

de la composition totale de I’huile essentielle de Chiliadenus rupestris, et I’identification de
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29 composés représentant 87,7% de la composition totale de I’huile essentielle de Thymus

coloratus.
*Pour I’H.E de Chiliadenus rupestris

Les composes majoritaires de I’H.E de Chiliadenus rupestris sont bornéol (31,2%), nérolidol
(4,1%) et bornyl acétate (3,0%). C’est une huile riche en monoterpenes oxygeénes.

En comparant nos résultats avec ceux d'autres espéces appartenant au genre Chiliadenus, on
remarque que I’HE de I’espéce C. rupestris est plus riche en bornéol, alors que I’analyse d’H.E
d’autres especes d'origine espagnole a révélée comme composés majoritaires pour C. saxatilis :
camphre (30-40%), bornéol (15-20 %), caryophylléne oxyde (11.4 %) [10] et pour C. lopadusanus :
camphre (55.19%), bornéol (6.75%) et 1.8 cinéol (5.55%) [28].

*Pour I’H.E du Thymus coloratus

Les composés majoritaires de I’H.E du Thymus coloratus sont le camphre (20,7%), limonéne
+ 1.8 cinéole (13%), camphene (9,6%), borneol (9,4%), a pinene (4,4%) et p-cyméne (3,2%).

L’huile est caractérisée par une forte teneur en monoterpenes hydrocarbonés et oxygénés.

L’analyse comparative des HE d’autres espéces de méme genre a révelée que I’H.E de
T. coloratus présente comme composé majoritaire le camphre alors que les sous especes
T. eu-ciliatus et T. mumbyanus contiennent comme composé majoritaire le carvacrol [35][57]
(72,4% a 80% et 71% respectivement).

3- Résultats de I’activité antimicrobienne
3-1- Sensibilités des bactéries et levures aux H.E de C. rupestris et T. coloratus

Les résultats des zones d’inhibitions sont donnés dans le tableau 10 et illustrés par les figures
14 et 15 (voir annexe 2).
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Tableau 10: Diameétres (en mm) des zones d’inhibition de I’effet des huiles essentielles de
C. rupestris et de T. coloratus et des antibiotiques vis-a-vis des bactéries et levures.

@ d'inhibitions (mm)

Microorganismes | C. rupestris T. coloratus Gen AmB
Sa ATCC 25923 12 9 20 -
Bc ATCC 11778 6 6 21 -
Lm ATCC 19115 16 12 19 -
Ef ATCC 29212 12 14 11 -
Kp ATCC 70603 6 6 6 -
Bs ATCC 6633 6 6 19 -
Pa ATCC 27853 6 6 17 -
Ec ATCC 25922 6 8 16 -
Cal IPP 444 8 9 - 20
Ca2 ATCC 10231 8 9 - 23

Bactéries : Stapylococcus aureus (Sa) ATCC 25923, Bacillus cereus (Bc) ATCC 11778, Eenterococcus foecalis (Ef)
ATCC 29212, Bacillus subtilis (Bs) ATCC 6633, Listeria monocytogenes (Lm) ATCC 19115, Klebseilla pneumonaie
(Kp) ATCC 70603, Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 27853, Echerichia coli (Ec) ATCC 25922.

Levures : Candida albicans (Cal) IPP 444, Candida albicans (Ca2) IPP 10231.

ATB : Gen : gentamicine ; AmB : Amphothéricine B.

D’apres le tableau 10 ci-dessus, et selon [82] nous constatons que I’H.E de C. rupestris est
active sur les souches Sa, Lm et Ef avec des diametres d’inhibition de 12 mm, 16 mm et 12 mm
respectivement. Par contre I’'H.E de T. coloratus est active sur les souches Lm et Ef avec des
diameétres d’inhibition de 12 mm et 14 mm respectivement. Par contre, les autres souches n’ont pas
montré de sensibilité vis-a-vis des deux H.E. Les antibiotiques sont plus actifs sur les souches que
les deux HE.

D’aprés les travaux de Tefiani sur le T. mumbyanus d’origine de Tlemcen, I’huile est active
sur Ec, Lm et Sa avec des zone d’inhibition de 14,67mm, 13-22,50mm et 13,83mm respectivement
[57].

3-2- Sensibilité d’Aspergilus flavus aux HE

L activité antifongique est révélee par I’absence ou la présence de la croissance mycélienne.

Elle se traduit par un halo translucide autour du disque identique a la gélose stérile [91].
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Les résultats de I’activité anti-moisissure des deux H.E sur Aspergillus flavus (Af) 994224
sont présentés dans le tableau 11 (voir annexe 2 : Fig. 16 et 17).

Tableau 11 : Diameétre de croissance mycélien (en mm) et taux d’inhibition | (en%)
Aspergillus flavus (Af) 994224 en fonction de différentes concentrations d’huiles essentielles de
C. rupestris et de T. coloratus.

Quantité d’huile Thymus 1(%) Chiliadenus 1 (%) | Econasol 1 (%)
essentielle coloratus rupestris (50uQ)
® (mm) ® (mm) ® (mm)
100pl 6 92.5 17 78.75
50pl 13 83.75 22 72.5 25 68.75
10ul 50 37.5 31 61.25

Les résultats du tableau 11, indiquent qu’A. flavus est sensible selon la quantité d’HE
déposée dans le milieu. Avec 100 ul d’HE de T. coloratus, on a une croissance de 6 mm soit une
inhibition de 92,5%, alors qu’avec 100 ul d’HE de C. rupestris on a une croissance de 17mm soit
un taux d’inhibition de 78,75%. Méme avec 50 ul, on a des taux d’inhibitions importants.

D’aprés les résultats antimicrobiens, les huiles essentielles de C. rupestris et de T. coloratus
sont beaucoup plus antimoissisures que antibactériens et anticandida. Cependant, c’est une modeste
activité comparé a I’activité de T. eu-ciliatus et T. mumbyanus [35][57].

3-3- Résultats de la CMI

Les résultats sont résumés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Résultats de l'activité antimicrobienne des HE de C. rupestris et T. coloratus

exprimés par CMI (pug/mL).

CMI (pg/mL)
HE ATB

Microorganismes C. rupestris | T.coloratus | Gen | AmB | En
Sa ATCC 25923 1625 1625 4 - -
Bc ATCC 11778 - - 2 - -
Lm ATCC 19115 1125 1125 2 - -
Ef ATCC 29212 1125 1125 2 -

Kp ATCC 70603 - - 4 - -
Bs ATCC 6633 - - 4 - -
Pa ATCC 27853 - - 2 - -
Ec ATCC 25922 - - 4 - -
Cal IPP 444 > 2000 > 2000 4 1 -
Ca2 ATCC 10231 > 2000 > 2000 4 1 -
Af  ATCC 994224 625 500 - - 3

De point de vu CMI, les souches Kp, Bs, Pa et Ec sont tres résistantes aux deux HE. La plus

grande activité est enregistrée contre Af avec une CMI de 500 pg/mL pour I’'HE de Thymus et
625ug/mL pour I’HE de Chiliadenus.

En comparaison avec les travaux anterieurs, les HE étudiées sont peu actives sur les

microorganismes puisque I’HE de T. eu-ciliatus inhibe Sa, Ec, Pa et Ca a des CMI < 1000 pg/mL.

En effet, ces derniéres sont tres riches en carvacrol (composé phénolique connu pour son pouvoir

antimicrobien élevé) alors que les HE de C. rupestris et T. coloratus contiennent le bornéol et le

camphre comme composés majoritaires (actifs sur les microorganismes mais pas autant que les

composés phénoliques) respectivement [35].
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4- Résultats de I’activité antiradicalaire

L’activité antioxydante des différentes HE vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage
de la couleur violette & la couleur jaune mesurable a 517nm. L’activité antioxydante des différentes

HE est comparée a I’activité de I’acide ascorbique et du BHT.

Les mesures effectuées a différentes concentrations des HE de C. rupestris et T. coloratus

sont presentés dans les tableaux 13 et 14 (voir annexe 3) et illustrées par les figures 18, 19, 20.

100

y= 867,755 - 5,05
! ] 1 [ ]
Fim () 991
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Fig. 18: Pourcentage d’inhibition par I’acide ascorbique.
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Fig. 19 : Pourcentage d’inhibition par le BHT.
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Fig. 20 :

Pourcentage d’inhibition par I’HE de C. rupestris et du T. coloratus

Les résultats d’IC50 des H.E de C. rupestris, T. coloratus, acide ascorbique et BHT sont

présentés dans le tableau 15.
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Tableau 15 : IC50 des HE étudiées, du BHT et de I’acide ascorbique.

H.E de C. rupestris. | H.E de T. coloratus. A. ascorbique BHT
2.624 0.023 0.024 0.0063

IC50 (mg/ml)

D’aprés le tableau 15, on remarque que I'HE de T. coloratus présente la méme activité
antiradicalaire que la vitamine C soit un 1C50 de 0,023 mg/ml et 0,024 mg/ml respectivement. Le
BHT reste le produit le plus antiradicalaire. Selon le pouvoir de chaque produit, on peut les classés

dans I’ordre décroissant :
BHT > HE T. coloratus > A. ascorbique > HE C. rupestris.

Les travaux de Tefiani ont montré que I’'H.E du T. mumbyanus a une bonne activité
antioxydante avec 1C50= 444,7 pg/ml [57].

5- Résultats du pouvoir hémolytique

Les résultats du taux hémolytique des deux HE C. rupestris et T. coloratus a différentes

temps pendant 60 mn sont représentés dans le tableau 16 et illustré par la figure 21.

Tableau 16 : Les taux hémolytiques (en %) des HE de C. rupestris et T. coloatus en

fonction de temps.

HE Temps (mn) to t1s t30 tss | Contréle (H,OD)
Quantité hui

T. coloratus | 10 pl 6.701 15.46 25.77 | 25.77
5ul 3.608 | 11.340 | 20.61 - 98%

C. rupestris | 10 pl 1.030 6.701 15.46 -
5ul 1.030 | 2577 | 6.185 -

H,OD : eau distillée
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Fig. 21 : Taux hémolytique des deux H.E C. rupestris et T. coloratus.

D’aprés la Fig. 21, on constate que le taux hémolytique augmente avec la quantite d’HE.
Apres 30 mn d’exposition des globules rouges aux HE, le taux d’inhibition atteint 20,61% avec
5 pl d’HE de T. coloratus et 6,18 % avec la méme quantité d’HE pour C. rupestris.

On remarque que malgré les quantités faibles d’H.E appliquées, I’effet hémolytique est
obtenu dés le début de la réaction et augmente avec le temps. Les HE sont connus pour leurs effets
caustiques, en provoquant des irritations, des allergies et des dommages cellulaires [74]. C’est pour
quoi il est déconseillé d’utiliser par voie interne des H.E pures.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques.

Le présent travail porte sur la composition chimique et I’évaluation du pouvoir antioxydant,
antibactérien et hémolytiqgue de deux huiles essentielles: Thymus ciliatus sspcoloratus et
Chiliadenus rupestris, deux plantes endémiques de 1’ Algérie.

L’extraction des deux huiles essentielles par hydrodistillation, a montré que le rendement en
huile de Chiliadenus rupestris est de 0.26% alors que celui de Thymus coloratus est de 1.15 %.

L’analyse chimique par CPG et CPG/SM, a révélé que I’'HE de Chiliadenus rupestris est
riche en monoterpenes oxygénés dont le bornéol est le composé majoritaire avec 31,2%. Par contre
I’HE de Thymus coloratus est riche en monoterpenes hydrocarboneés et oxygénés dont le composé
majoritaire est le camphre avec 20,7%.

L’activité antimicrobienne des deux HE, a montré qu’elles ont une modeste activité anti
moisissure que antibactérien et anticandida.

L’étude du pouvoir antiradicalaire, a montré que I’HE de T. coloratus posséde une bonne
activité que I’HE de C. rupestris avec IC50 de 0,023 mg/ml et 2,624 mg/ml respectivement

Pour I’activité hémolytique, I’HE de Thymus a provoqué 20,61% d’hémolyse alors que I’'HE
de Chiliadenus a lysée 6,18% de globules rouges avec 5 pl et aprés 30 min de réaction.

Au vu de ces résultats ci-dessus, la composition chimique et les propriétés biologiques des
deux huiles essentielles de T. coloratus et C. rupestris ont été effectué pour la premiére fois. Ce
travail n’est pas fini, mais d’autres travaux sont en cours pour approfondir la composition chimique

et évaluer d’autres propriétés biologiques.
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Annexe 1
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Figure 12 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Chiliadenus rupestris (Maghnia).
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Figure 13

- Profil chromatographique de I’huile essentielle de Thymus coloratus (Bouhanak)
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Annexe 2

Fig.14: Effet du deux H.E sur la bactérie Sa

Fig.15: Effet du deux H.E sur la bactérie Lm

Fig.16:Effet de T.coloratus (100ul) Sur Asp flavus.

Fig.17: Effet de T.coloratus(50pl) sur Asp flavus

48



Annexe 3

Tableau 13 : Pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle de Chiliadenus rupestris.

Concentration 2.5 1.25 0.625 0.312 0.15 0.075
(mg/ml).
% inhibition 48.295 | 32.812 28.835 | 22.727 17.897 19.318
Tableau 14 : Pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle de Thymus coloratus.
Concentration 2.5 1.25 0.625 0.312 0.15 0.075
(mg/ml).
% inhibition 84.678 71.504 65.912 56.591 48.868 | 45.079
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