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INTRODUCTION GENERALE

En Algérie, nous avons hérit¢ d’une biodiversité importante par sa richesse et sa
diversité dans les reégions cotiéres, les massifs montagneux, les steppes, les hauts plateaux, et
les oasis sahariens. Quasiment 2840 especes existant en Algérie, dont 256 plantes endémiques

spécifiques ce qui se traduit par un taux de 9.01% d’especes endémiques.

L’utilisation de ces plantes a évolué avec la civilisation humaine en raison des multiples
usages bénéfiques apportés par ces espéces. Une grande variété est caractérisee par la filiere
des plantes aromatiques et médicinales et est répartie en trois grandes familles : plantes a

parfums, plantes aromatiques et enfin les plantes médicinales.

La filiere PAM c'est-a-dire plantes aromatiques et médicinales est une richesse peu
exploitée en Algérie, un domaine pratiquement vierge et délaissé, des especes sous-utilisées et
négligées, alors que c’est un créneau lucratif, il peut substituer le pétrole et offrir des

opportunités et emploies pour la diversification des revenus des populations rurales.

Le secteur des huiles essentielles a disposé d’une croissance rapide durant ces derniéres
années, cela du a la variabilité des applications de ces extrais naturels dans diverses industries :
en médecine, dans la composition des parfums, cosmétiques et 1’agroalimentaires. Aujourd’hui
ces extraits de plantes sont d’une importance économique considérable dans le marché national

et international gréce a la pluralité de leurs activités.

Suite a la demande croissante des huiles essentielles dans le monde, I’ Algérie présente
un tres fort potentiel de productivité pour concurrencer le marché international. A cet effet, il
faudrait se doter d’unités modernes de transformation en produits de haute valeur ajoutée qui

répondent aux regles strictes de la qualité internationale, de méme crée une marque.

Dans ce contexte 1’association forét modele qui existe depuis 2013 a Tlemcen, en
collaboration avec le parc national et la direction générale des foréts élaborent le projet « GIE »
c'est-a-dire groupe d’intérét économique. Dans cette GIE le but principal est de produire et

commercialiser les huiles essentielles et leurs dérivées.

De ce fait, notre travail consiste a étudier la composition chimique des huiles essentielles
de trois plantes cultivées : (Calamintha nepeta, Ammoides verticillata et Salvia officinalis) dans
la pépini¢re de Ain Fettouh, de la commune d’Ain Ghoraba (Tlemcen) et par conséquent,
comparer les compositions chimiques trouvées avec ceux de la littérature et commercialisées
dans le monde. Ce travail sera complété par quelques activités biologiques et perspectives

économiques.




INTRODUCTION GENERALE

Ce travail s’organise autour de 3 parties présentant successivement une étude
bibliographique, la caractérisation chimique, et 1’évaluation de 1’activité antioxydante des
composés volatils des trois espéces, Calamintha nepeta, Ammoides verticillata et Salvia

officinalis.

La partie A est consacrée a la description botanique et ethnobotanique des trois plantes
qui font I’objet de notre étude. Par la suite, nous présentons une synthése des travaux publiés
dans la littérature sur les familles chimiques des huiles essentielles contenus dans les trois
especes. Nous explicitons par la suite les méthodes de préparation des huiles essentielles et les

moyens d’analyse appropriés pour la caractérisation de leurs constituants.

La parie B présente I’ensemble des résultats relatifs aux constituants moléculaires de nos
¢chantillons. Les résultats de 1’étude des compositions chimiques des échantillons d’huiles

essentielles de chaque espece.

La partie C décrit les potentialités antioxydantes des huiles essentielles qui font I’objet de
notre étude. Enfin nous terminerons notre travail par la description du volet expérimental
développé, a savoir, le matériel utilisé, la démarche expérimentale et les méthodes employées

pour réaliser 1’extraction et 1’évaluation des activités antioxydantes des huiles essentielles.

En conclusion, nous énumérons les résultats obtenus a travers les études chimiques et
biologiques des trois espéces étudiées et nous envisagerons quelques perspectives de la

poursuite du travail.




CHAPITRE I : Description botanique et chimique des trois plantes
1.1. Salvia officinalis

1.1.1. Description botanique :

En latin, la sauge vient de ‘salvare’ signifiant sauvé, guérir. En France appelée « the de
Provence » ou encore « the de la Grece » est souligner comme étant ‘herbe sacré des latins’.[1,
2]

Salvia est une plante annuelle et biannuelle de la famille des labiés d’origine
méditerranéen. C’est une plante aromatique et médicinale a 1’odeur camphrée caractéristique,
largement utilisée soit sous forme naturel ou galénique : extrait ou huile essentielle. De plus de
son utilisation dans le coté artisanale (culinaire et médecine populaire) elle est exploitée par
I’industrie pharmaceutique, les industries de la parfumerie et de la cosmétologie et enfin par
I’industrie alimentaire.[3, 4] En Algérie, une trentaine d’espéces ont été déterminées portant
plusieurs appellations, selon Ibn el Beytar, les andalous la nomment « essalama », comme

synonyme de Saleme, el djazair indique I’expression « souek ennebi ».[5]

Figure 1. Salvia officinalis : feuilles et fleurs.

1.1.2. Usage traditionnel :
La sauge a été utilisée depuis I'Antiquité pour diverses affections humaines, c’est une
des plantes sacrées des anciens vu ses propriétés miraculeuses. "Qui a de la sauge dans son

jardin, n’a pas besoin d’un médecin (dicton provencal).

En usage externe, elle est employée en gargarisme contre les abceés et inflammation de
la bouche, de méme pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies.[6] En usage interne, elle est
appliquée en infusion pour lutter contre plusieurs maladies comme : les troubles sanguines, les
troubles digestifs, et les problémes du systéme nerveux.[7] De plus, la sauge est considérée

comme stimulante pour les gens anémiques, stresses et deprimés, pareillement conseillé pour
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les étudiants en période d’examen. Egalement cette herbe aromatique est consommeée en cuisine
pour son gout camphré, légerement amer et puissant.[8]
1.1.3. Travaux antérieurs « Composition chimique » :

La recherche bibliographique exhaustive sur la composition chimique de I’huile
essentielle de Salvia officinalis a montré que cette espéce a fait I’objet de nombreuses études.
La figure 2 ci-dessous regroupe les principaux travaux réalisés autour des 10 pays comme

I’ Algérie, Maroc, Mexique, Albanie, Roumanie....

Biplot (axes F1 et F2 : 56,44 %)
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Figure 2. Analyse en composantes principales de 1’huile essentielle Salvia officinalis des pays

traités.

D’aprés la figure, on remarque que chaque région est spécifiée par un chémotype.
L’analyse en composantes principales de I’huile essentielle de Salvia officinalis, montre que le
biplot de cette analyse statistique est inferieur a 80% cela signifie que la composition chimique
de ces huiles est divergente a travers les 10 pays. En générale, les huiles essentielles de la
Pologne [9] et du Maroc [10] sont caractérisées par le bornéol et le trans-caryophyllene, celle
d’Albanie [11] et la Roumanie [12] par I’acétate de bornyle, camphéne et 1’alpa-pinéne.
Cependant, I’huile essentielle du Brésil [13], I’Egypte [14] et la Californie [15] sont
caractérisées par le camphre, oxyde de manoyle et B-thujone, quant a celles du Mexique [15],
Tunisie [16] et I’ Algérie [17] ont trouve le 1.8 cinéol, alpha-thujone et le viridilflorol comme

composantes majoritaires.
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1.2. Satureja calamintha nepeta

1.2.1. Descriptions botaniques :

Le genre Satureja appartient a la famille des Lamiaceae. Cette famille comprend environ
200 espéces qui sont cultivées et répandues dans le sud-ouest de 1’Asie, I’Amérique et les
régions méditerraneéennes.[18] Il existe plusieurs espéces caractérisées par leur forte odeur
rappellent celle de la menthe.[19] Cette espéce est rencontrée sur les terrains incultes, le bord

des routes, dans le tell, et surtout en montagnes jusqu'a 1500 m d’altitude.[20]

Figure 3. Calamintha nepeta ssp nepeta

1.2.2. Usage traditionnel :

Satureja Calamintha est une excellente plante aux propriétés médicinales employées
par la population locale sous forme de décoction pour traiter : la flatulence, 1’indigestion, les
troubles digestives, manque de concentration, arthrites, stresse, la fatigue psychique et les
infections respiratoires bénignes et urinaires.[21] Egalement cette espece constitue un bon

reméde contre : la toux et le rhume.

Mélangée a d’autre plante comme le thym, la synergie favorise la sudation et fait baisser
la fievre. Cette plante tonique, expectorante et stomachique possede des propriétés
antibactériennes, antispasmodiques, antiseptiques et carminatives.[22] En aromathérapie,
I’huile essentielle posseéde de nombreuses vertus thérapeutiques, en massage ou en friction : elle
tonifie en cas de fatigue physique et morale, de plus elle permet de lutter contre le stress et
renforce le systéeme immunitaire.[21] En diffusion : stimule les capacités intellectuelles. Avec

son parfum frais herbacé et piquant, elle stimule les glands surrénaux.
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1.2.3. Travaux antérieurs « Composition chimique » :
Beaucoup de travaux ont été effectués sur la composition chimique de I’huile essentielle
du genre Satureja. La teneur et la nature des constituants changent d’un pays a 1’autre en raison

de la nature du sol, du climat ou I’origine de la plante.

L’ Analyse en composantes principales de I’huile essentielle de cette plante montre que
le biplot de cette analyse est supérieur a 80% ce qui signifie que la sarriette présente une
variabilité chimique. Le premier chémotype est celui de I’huile essentielle du Portugal [23] qui
se caractérise par I’isomenthone, 1.8-cinéol et le trans-isopulégone, I’huile essenticlle d’Algérie
[24] est chémotypée néo-menthol, alors que les huiles essentielles d’Italie [23] et de la France
[25] sont chémotypées par le pulégone et pipériténone. Cependant, celle de la Turquie [26] est

marquée par le menthone, gamma-terpinene, limonéne et carvacrole (Figure 4).

Biplot (axes F1 et F2 : 81,09 %)
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Figure 4. Analyse en composantes principales de I’huile essentielle Satureja Calamintha des
pays traités.

1.3. Ammoides verticillata

1.3.1. Description botanique :

Actuellement, ’espéce endémique Ammoides verticillata est en voie de degradation
intensive, la cueillette et le prélevement de maniere anarchique par les herboristes et la
population autochtone sans le respect des normes écologiques, engendre une régression de
I’espéce voire méme sa disparition dans certaines zones, c’est pour cette raison que NOUS NOUS

sommes intéressés a I’¢tude de cette espece afin de la protéger et de la préserver.
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Ammoides verticillata dénommee populairement Nounkha dérive du nom perse « nankhah »
(Nan et khah signifiant respectivement pain et gout), issue de son utilisation comme aromate
dans le pain en Iran.[27] Originaire du nord d’Afrique, d’Asie et du bassin méditerranéen, cette

plante annuelle et spontanée est cultivée en Egypte, Iran et I’Inde.

En Algérie, c’est une plante assez répandue, on la trouve dans les champs, les foréts
ainsi que les montagnes.[28] Le genre Ammoides appartient & la famille des apiécées et

comprend deux especes :
- Plante annuelle : Ammoides verticillata
- Plante bisannuelle : Ammoides atlantica

Ninkha est une plante fortement aromatique et piquante, balsamique et persistante, 1’odorat est

trés agréable, intense et diffusible.[29]

Figure 5. Ammoides verticillata.

1.3.2. Usage traditionnel :

Les vertus d’Ammoides verticillata sont connues depuis les plus anciennes civilisations
dans la phytothérapie et médecine traditionnelle local. De ce fait une enquéte thérapeutique a
été réalisée aupres des herboristes et la population autochtone de la région de Tlemcen. Les
informations récoltées ont montré que cette espece renferme des usages culinaires et beaucoup

plus thérapeutiques. Ces informations sont résumées dans le tableau suivant [29] :
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Tableau 1 : Enquéte thérapeutique effectuée au niveau de la région de Tlemcen sur 1’espéce
Ammoides verticillata [29]

Feuilles et fleures Condiment culinaire
Feuilles - Irritation thermique
- Abceés, furoncle
Racines - Diarrhée
- Diurétique
Plante entiere - Fiévre- Rhume- Grippe

- Maladies broncho-pulmonaires
- Affections rénales

- Asthme- sinusite

- Douleur gastrique

- Céphalée- migraine

1.3.3. Travaux antérieurs « Composition chimique » :

La recherche bibliographique relative a I’huile essentielle de cette plante a affiché que
I’huile de la région de Tlemcen est caractérisée par le thymol, P-cymeéne et 1’alcool de
cumin[30-32], I’huile essentielle de Ain Temouchent par le thymol [33], alors que celle de la

région d’Oran par le carvacrole [34].

Biplot (axes F1 et F2 : 66,39 %)
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Figure 6. Analyse en composantes principales de ’huile essenticlle Ammoides verticillata des

pays traités.
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I.4. Les huiles essentielles

1.4.1. Introduction

Prés de 80% de la population se guérit par les plantes médicinales.[35] Ces plantes
constituent un réservoir immense des composés médicinaux potentiels issus des sources
naturels. En effet, ces molécules qui font partie des constituants du métabolisme primaire et
secondaire présentent une grande diversité de structure, de role et activités biologiques que I’on
appelle principes actifs.[36] Ces principes présentent des propriétés thérapeutiques
médicamenteuses par conséquence elle ont un important intérét économique suite aux multiples
usages : industrie pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaires, condimentaires et

hygiéniques.[37, 38]

En effet, ces plantes produisent des huiles essentielles de compositions chimiques
différentes selon : ’origine, le pays, la nature du sol et le climat, avec un rendement variable.
De plus ces huiles peuvent contenir des centaines de molécules biochimiques différentes, d’un

principe actif spécifique, ce qui explique la polyvalence de leurs actions [39] comme exemples :

oA B

Limonéne Menthone alpha-Pinéne
; I ;\ OH )\/\/Kﬂ
OH
Bornéol Géraniol

Figure 7. Quelques exemples des composantes des huiles essentielles.

1.4.2. Facteurs influencant la production et la composition des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle peut varier en fonction du stade de
croissance, du climat et du patrimoine génétique de 1’espece.[40] Ainsi, des variations
qualitatives et quantitatives importantes dans la composition chimique des huiles essentielles
de certaines espéces ont été révelées. Le patrimoine génétique du végetal joue un role
déterminant dans la composition chimique de I’huile essentielle d’une espece et les phénomenes
de mutations, aberrations chromosomiques ou encore de brassage génétique a la suite d'un

croisement entre deux especes différentes sont autant des facteurs de variation.
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Le rayonnement solaire influence la composition chimique des huiles essentielles
préparées a partir des végétaux sous-exposés. Ainsi, I’huile essentielle de menthe poivrée est
majoritairement constituée de menthofurane lorsque la période de 1’ensoleillement est bréve
alors qu’elle est dominée par le menthol dés que la période du rayonnement s’allonge. Enfin,
I’altitude du lieu de récolte intervient en modifiant la production d’esters dans 1’huile essentielle

de lavande vraie.[41]

1.5. Analyse des huiles essentielles

1.5.1. Chromatographie en phase gazeuse CPG et CPG-SM

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode analytique chromatographique
efficace, qui fournit d'excellentes séparations des mélanges quelque peu complexes dans un
laps de temps raisonnable. Son principal inconvénient c’est qu'elle ne convient pas a tous les
mélanges, car I'analyse dépend toujours de la volatilité et de la stabilité thermique des molécules
étudiées.

Cependant, la CPG est l'outil de choix pour I'étude et le contrdle de la qualité des
constituants volatils d’'un mélange complexe. D’autre part, la CPG permet d’effectuer
I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du
microgramme. C’est une technique d’analyse quantitative qui fournit d’une part, le pourcentage
relatif de chaque signal par rapport a I’ensemble des signaux du mélange analysé et qualitative

sur la base des temps de rétention d’autre part.[42]

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
technique d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse,
pour la séparation des composés d'un échantillon, et de la spectrométrie de masse, pour la
détection et 1’identification des composés en fonction de leur rapport masse sur charge des

différents constituants d‘un mélange complexe.[43]

1.5.2. Identifications des constituants des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles est réalisée d’une maniere générale par deux types
d’analyse. La CPG et la CPG/SM qui permet d’obtenir, respectivement les indices de rétention
et les spectres de masse des divers constituants et qui a 1’aide d’un logiciel sont comparés a
ceux répertoriés dans des bibliotheques, dont une élaborée au laboratoire CPN de Corse et les

autres commerciales.[44, 45]

10



CHAPITRE I : Description botanique et chimique des trois plantes

1.5.3. Les activités antioxydantes des huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites a partir des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis 1’antiquité par la diversité et la multiplicité de leurs activités via la structure des
substances bioactifs contenues dans ces espéeces et qui leur conférent les propriétés
pharmacologiques suivantes : antioxydantes, antifongiques, antibactériennes.[46] Les
antioxydants sont des substances capables d’inhiber le processus d’oxydation, par conséquence
protéger I’organisme contre les effets du stress oxydatif et ainsi réguler I’équilibre redox
cellulaire.[47] Parmi les huiles essentielles possédant une forte activité antiradicalaire on peut
citer : Ammoides verticillata, Thymus vulgaris, Mentha piperita...etc., de méme, les
antioxydants les plus connus sont : la vitamine C, la vitamine E et le B-caroténe. L’activité
antioxydante peut étre primaire (directe) ou préventive (indirecte). Les antioxydants a action
directe se font soit par transfert d’atome d’hydrogeéne ou sois par transfert d’électron afin
d’inhiber la génération des radicaux et empécher la destruction des structures biologiques.[48]
Par contre les antioxydants a action indirecte sont capables de retarder 1’oxydation par des

mécanismes indirectes comme exemple : la réduction d’oxygene.[49]

Les huiles essentielles ont été attribuées a de bonnes propriétés antioxydantes, qui
peuvent étre exploitées pour protéger d'autres matériaux, tels que les aliments de la
rancidité.[50] Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont dues a la capacité
inhérente de certains de leurs composants, en particulier les phénols, a arréter ou retarder
I'oxydation aérobie de la matiére organique, bien que la procédure par laquelle I'huile soit
obtenue a partir de la matiere premiére (distillation) limite la teneur en composés phénoliques
dans la matrice finale car beaucoup de ces composés sont non volatils. Cependant, il existe des
huiles essentielles non phénoliques qui expriment un comportement antioxydant, dd a la chimie
radicalaire de certains terpénoides et d'autres constituants volatils (par exemple, des composants
contenant du soufre comme l'ail). La recherche d'antioxydants naturels avec la vertu d'étre non
toxique a donné lieu a un grand nombre d'études sur le potentiel antioxydant des huiles
essentielles. Ceci est particulierement pertinent parce que la plupart des antioxydants
synthétiques courants (comme I'hydroxy anisole butyle (BHA) ou le butylhydroxytoluéne

(BHT)) sont soupgonnés d'étre potentiellement dangereux pour la santé humaine.[51, 52]

Au cours de ces derniéres années, il y a eu un intérét croissant pour la recherche
d'antioxydants naturels. Les propriétés antioxydantes de nombreuses herbes et épices ont eté
signalées pour étre efficace a cet égard, notamment les espéces appartenant a la famille des

Lamiaceae qui possédent une activité antioxydante appréciable.[53]
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I1.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles des espéces étudiées sont trés aromatiques. Leurs caractéeres

organoleptiques sont déterminés par des tests olfactifs et reportés dans le tableau 2 :

Tableau 2. Caractéristiques organoleptiques des différentes plantes étudiées.

Huiles essentielles Couleur Aspect Odeur

A. verticillata Jaune Liquide huileux Forte et épicée

S. officinalis Incolore Liquide limpide Camphré et Epicée
C. nepeta Jaune pale Liquide limpide Aromatique et fraiche

11.2. Composition chimique des parties aériennes des huiles essentielles d’Ammoides
verticillata, Salvia officinalis et Calamintha nepeta

La composition chimique des constituants volatils des huiles essentielles d’Ammoides

verticillata, Salvia officinalis et Calamintha nepeta a été étudiee.

Le matériel végétal des trois plantes a été récolté en début de floraison dans la région de
Tlemcen ou elle pousse en abondance. Les informations concernant les habitats des échantillons
(lieux de récolte, coordonnées GPS, altitudes) ainsi que les rendements en huile essentielle sont

représentées dans la Figure 8.

Echantillons Rendement Localités Coordonnées Altitude A1 | Tontes
% GPS (m) L
Sabra t___
g -"}5;1((; natio r:;i\.l
A. verticillata 2.69 Ain fettouh 34°42' 50" N 1362  cuhiou l‘\e!.‘ﬂ"’"“1&‘_&»’
. s> P [ N22 |
(Ain-Ghoraba) 1°23'21" 0O %
C. nepeta 0.53 i e Ly (fif. Srorba
340 51( 59" N Beni Snous Taffu:-ssc-ra-—_“_
UHG S Sebdou
S. officinalis 0.82 Parc national 1°19'10" O 1023 o

Figure 8. Lieux de récoltes, répartition géographique et rendements en huiles essentielles d 4.
verticillata, C. nepeta et S. officinalis

11.2.1. Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes d’A. verticillata
Dans cette partie, nous presentons les résultats de la composition chimique de 1’huile

essentielle d’A. verticillata, préparée a partir du végétal récolté au mois de décembre 2017, au

niveau de la région de Ain Ghoraba de la wilaya de Tlemcen.
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Le matériel végétal a été hydrodistillé durant 5 heures dans un appareillage du type
Clevenger. L’huile extraite de couleur jaune, représente un taux de 2.7% par rapport a la masse
du végétal frais.

L’huile essentielle des parties aériennes a été analysée par CPG et CPG/SM. L’analyse a
permis I’identification de 9 composés; 8 monoterpénes et 1 sesquiterpenes (Tableau 3),
représentant 91.2% de la composition chimique totale. L’identification des constituants a été
¢tablie sur la base des bibliothéques « Aromes » propres au laboratoire de I'université¢ de Corse
(Tableau 3).

L'huile essentielle des parties aériennes a été principalement constituée de composes
monoterpéniques représentant plus de 90 % de la composition chimique. Les composés
sesquiterpéniques ont été représentés par de trés faible pourcentages. Les monoterpénes
hydrocarbonés représentent la premiére classe de I’huile des parties aériennes, représentés par le
p-cyméne (18.5%), le limonéne (12.6%) et le y-terpinéne (13.5%). La deuxieme classe de cette
huile est les monoterpénes oxygénés, constituée principalement par la composante du thymol
(43.7%). (Tableau 3).

Terpinéne-4-ol ~ p-cyméne  Limonéne Gamma-terpinéne Thymol

Figure 9. Composés majoritaires identifiés dans I’huile essentielle de A. verticillata.

Par rapport aux études rapportées précédemment dans la littérature, la composition
chimique de I’huile essentielle de A. verticillata de la région de Ain fettouh a été identique a
celle de I’ouest algérien. Les principaux composants de 1’huile essentielle étaient le thymol
(51,6%), le limonene (18,2%), le y-terpinene (11,7%) et le p-cymene (10,4%).[54]

I1.2.2. Fractionnement et isolement du thymol de I’huile essentielle d’A. verticillata

L’huile essentielle d’A. verticillata est reconnue pour ses deux cheémotypes :
« carvacrole » et « thymol ». Afin de confirmer le chémotype de I’huile essentielle de la
pépiniere d’Ain fettouh de la région de Tlemcen, si c’est une huile a carvacrole ou a thymol ?
Nous avons soumis 1g de I’huile essentielle a un fractionnement sur colonne ouverte a gel de
silice fine avec du pentane et du pentane/éther d’éthylique comme éluant. Le schéma du

fractionnement est donné sur la figure 10.
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Le fractionnement a produit 9 fractions, une fraction hydrocarbonée avec un
pourcentage de 45.5% et 8 fractions oxygénés, parmi lesquelles, nous avons plus
particulierement retenu la fraction F1.2 qui contenait notre composé a plus de 5% (figure 10).
L’analyse de la fraction selon la s€équence habituelle CPG a permis d’identifier par comparaison
aux temps de rétention de 1’étalon pur, le thymol avec un temps de rétention de 14.4 mn. De Ia,

on constate que 1’huile essentielle d’A. verticillata étudiée est une huile a « Thymol ».

Huile essentielle
d’A. verticillata
(1000 mg)

n-CsHi> / Et,O

Fraction polaire

Fraction apolaire

100/0 )
455 mg (45.5%) 131.29 r|n9 (13.12%)

F1.1: 5.68 (0.56%) ;

98/2
F1.2: 75.15 (7.51%)
F2.1:2.73 (0.27% ) ;
975025 F2.2: 36.21 (3.62%) ;
F2.3: 2.95 (0.29%)
96/4 F3:2.77 (0.27%)
95/5 F4:2.85: (0.28%)
0/100 F5:2.95 (0.29%)

Figure 10. Schéma du fractionnement de 1’huile d’Ammoides verticillata.

I1.3. Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de C. nepeta

Les parties aériennes de C. nepeta ont été récoltées au mois de décembre 2017 au niveau
de la région de Ain Ghoraba de la wilaya de Tlemcen. Elles ont été hydrodistillées durant 5
heures dans un appareillage du type Clevenger produisant une huile de couleur jaune péle avec
un rendement de 0.53 % par rapport a la masse du végétal frais. L’huile essentielle de la partie
aerienne de C. nepeta est constituée principalement par 18 composés, représentant 92,6% de la
composition totale. L'identification des composants a été effectuée en comparant leurs indices
de rétention et les spectres de masse avec ceux de la bibliothéque "Ardmes" de Corse (Tableau

3). Cette huile essentielle est constituée majoritairement de monoterpenes oxygénés (85.6%),
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accompagneés relativement de plus petites quantités de monoterpénes hydrocarbonés (3.8%) et
des sesquiterpénes hydrocarbonés (3.2%). Cependant, les sesquiterpénes oxygénés sont

complétement absents.

D QAR Q

Pulégone Menthol Iso-menthone Terpinéne-4-ol

Figure 11. Composés majoritaires identifiés dans I’huile essentielle de C. nepeta.

Tableau 3 : composition chimique de la partie aérienne des huiles essentielles de A. verticillata
et C. nepeta de I’ouest Algérien.

Essential oils
No.2 Composés IRI Rl Rl A verticillata C. nepeta Identification ©
1 a-Pinéne 931 932 1023 0,8 0,8 RI, MS
2 Camphéne 943 944 1066 - 0,9 RI, MS
3 Sabinene 964 966 1118 0,2 0,3 RI, MS
4  B-Pinéne 970 972 1108 - 0,6 RI, MS
5 Myrcene 976 982 1159 0,7 - RI, MS
6 p-Cymeéne 1010 1012 1259 18,5 - RI, MS
7  Limoneéne 1020 1021 1195 12,6 - RI, MS
8 (2)-B-Ocimene 1024 1025 1225 - 1,1 RI, MS
9 (E)-B-Ocimene 1034 1036 1241 - 0,1 RI, MS
10 vy-Terpinéne 1047 1049 1237 13,5 - RI, MS
11 Linalol 1078 1075 1280 - - RI, MS
12 Iso-Menthone 1143 1142 1490 - 4,5 RI, MS
13 Néo-Menthol 1156 1157 1637 - 0,6 RI, MS
14 Terpinéne-4-ol 1161 1162 1583 1,1 2,3 RI, MS
15 Menthol 1164 1163 1629 - 5,2 RI, MS
16 Iso-Menthol 1174 1173 1660 - 0,1 RI, MS
17 Linalyl acétate 1179 1172 1689 - - RI, MS
18 Pulégone 1213 1216 1640 - 70,4 RI, MS
19 Thymol 2165 1266 2167 43,7 - RI, MS
20 Piperiténone oxyde 1333 1335 1945 - 2,5 RI, MS
21 E-p-Caryophylléne 1424 1418 1583 - 1,5 RI, MS
22 a-Humulene 1456 1456 1665 0,1 0,1 RI, MS
23 y-Muuroléne 1471 1469 1679 tr 0,8 RI, MS
24 Germacréne D 1480 1474 1692 - 0,5 RI, MS
25 o-Muuroléne 1496 1492 1709 - 0,3 RI, MS
26 y-Cadinene 1507 1506 1750 - - RI, MS
27  Spathulénol 1564 1568 2103 - - RI, MS
pg Oxydede 1578 1580 1980 - - RI, MS
caryophylléne
Identification % 91,2 92,6
Monoterpenes hydrocarbonés 46,3 3.8
Sesquiterpene hydrocarbonés 0,1 3,2
Monoterpenes oxygénés 44,8 85,6

Sesquiterpénes oxygénes - -
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La principale composante de cette plante est la pulégone (70.4%), suivie par des
quantités appréciables de menthol (5.2%), iso-menthone (4.5%), Piperitenone oxide (2.5%) et
le terpinene-4-ol (2.3%) (Tableau 3). Les travaux antérieurs réalisés sur la composition
chimique des huiles essentielles des especes Calamintha ont identifiés la pulégone et le
menthone comme composants majeurs. De plus, I’huile essentielle de Saturaga spinosa
(Tabanca) a identifié le linalol comme composant majeur. Satureja calamintha ssp nepeta du
Portugal a montré que l'isomenthone, le 1, 8-cinéole et la trans-iso-pulégone constituaient les
composants dominants. La composition chimique des échantillons d'huile essentielle de
Calamintha nepeta, de Corse poussant a 1’état sauvage, a permis de déterminée I'existence de
trois chémotypes. La moitié des échantillons ont été caractérisés par un chémotype
menthone/pulégone et les autres échantillons ont présentés la pulégone, pipéritone et pipéritone

oxyde en tant que composants principaux.[23, 55, 56]
I1.4. Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes de S. officinalis

Les parties aériennes de S. officinalis ont été recueillis dans le parc national de Tlemcen,
500 g de matiere végétale ont été soumises a une hydrodistillation durant 5h en utilisant un
appareil de type Clevenger, donnant ainsi une huile incolore avec un rendement de 0.53 %.
Trois principaux composés representant plus de 50% de la totalité de I’huile essentielle ont été
identifiés. Les 03 composants ont été identifiés par comparaison de leurs temps de rétention
avec ceux des composés purs (étalons). Les principaux constituants identifiés étaient le camphre
(20,4%), 1'a-thujone (19,6%) et le 1,8-cinéole (12,3%). La composition chimique des huiles
essentielles de S. officinalis varie considérablement. Les premiers constituants dominants dans
de nombreuses huiles essentielles de sauge étudiées sont la cis-thujone (<65,5%), le 1,8-cinéole
(<59,0%), le camphre (<45,7%s), la trans-thujone (<40,1%), 'a-humuléne (33,7%) et le linalol
(<35,0%). Certaines huiles de sauge étaient riches en a-pinene (<24,6%), en limonéne (<20,3%)
et en bornéol (<15,0%).[57, 58]

CH3
o
W O O
H3;C CHj;

camphre Alpha-Thujone  1.8-cincole

Figure 12. Composés majoritaires identifiés dans I’huile essentielle de S. officinalis.
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I11.1. Evaluation des propriétés antioxydantes des trois huiles essentielles : Matrices
individuelles et croisées.

I11.1.1. Introduction

Les huiles essentielles représentent une alternative « verte » dans les domaines
nutritionnel, pharmaceutique et agricole en raison de leurs propriétés antimicrobienne et
antioxydantes.[59, 60] Ces dernieres années, les huiles essentielles ont gagné en popularité car
les consommateurs ont développé une prise de conscience croissante de l'utilisation
d'ingrédients naturels, en particulier dans les produits alimentaires, ménagers et
cosmétiques.[61] Les huiles essentielles ne sont pas seulement utilisées en monothérapie mais
sont utilisées en association depuis de nombreuses années.[62] Ils sont utilisés pour agir en
synergie afin d'améliorer encore leurs effets. L'effet synergique possible produit par la
combinaison d'huiles essentielles de plantes a été considéré comme une stratégie efficace pour

inhiber ou réduire le processus naturel d'oxydation des aliments.

Les huiles essentielles d’Ammoides verticillata, Salvia officinalis et Calamintha nepeta
possedent des propriétés biologiques importantes telles que les activités antibactériennes et
antioxydantes.[24, 63, 64] A notre connaissance, aucune étude n'a porté sur I'évaluation des
propriétés antioxydantes et des mélanges d'huiles essentielles d’Ammoides verticillata, Salvia

officinalis et Calamintha nepeta.
111.2. Evaluation de I'activité antioxydante : Matrice individuelle

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles étudiées a été mesurer
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517nm. Le tableau ci-dessous
exprime les résultats de ce test traduit par le taux d’inhibitions en fonctions des différentes
concentrations. Les résultats de I’évolution de cette activité indique qu’elle est dose-dépendante
ce qui signifie ’existence d’une relation proportionnelle entre le taux d’inhibitions et la

concentration des échantillons dans le milieu réactionnel.

Les résultats du pouvoir antioxydant des huiles essentielles testes révélent que 1’huile
essentielle d’A. verticillata est la plus active avec un taux d’inhibition supérieur a (90%) a la

concentration de Img/mL (Tableau 4).
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En revanche les huiles essentielles de S. officinalis et C. nepeta expriment une activité
moins importante avec des pourcentages d’inhibitions de (60%) a des concentrations de 70
mg/mL et 90 mg/mL respectivement. Dans ce systéme, I’huile d’A. verticillata a exprimé une
activité plus forte que 1’antioxydant synthétique BHT (36.7 % a 1mg/mL), néanmoins elle est
moins active par rapport a 1’acide ascorbique qui a la capacité de réduire le radicale a (70%)

lorsqu’il est utilisé a des trés faibles concentrations 0.2 mg/mL (Tableau 4).

Tableau 4. Résultats du pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des témoins par le test
DPPH

Echantillons Activité antioxydante

A. verticillata  Effet du balayage sur le DPPH (%)

0025 005 0.2 0.5 1.0
25 136 380 756 973

Concentration (mg/mL) 0
0

Concentration (mg/mL) 0 20 337 422 506 59
0
0

S. officinalis ~ Effet du balayage sur le DPPH (%) 141 258 299 385 433
Concentration (mg/mL) 30 40 50 60 70

C. nepeta Effet du balayage sur le DPPH (%) 0 155 271 336 323 449
Concentration (mg/mL) 0.0025 0.005 0.02 005 0.1 0.2

A. ascorbique  Effet du balayage sur le DPPH (%) 4.5 4.87 150 198 394 749
Concentration (mg/mL) 0.2 0.4 0.5 0.8 1.0 2.0

BHT Effet du balayage sur le DPPH (%)  24.9 303 306 339 367 476

/

/
77
60.5
90
60.2
/

/
3.0
56.5

A partir des équations logarithmiques des courbes tracées (voir partie expérimentale),
nous avons pu déterminer graphiquement les valeurs des Clso des huiles essentielles ainsi que
celles des références. La valeur de la Clsp exprime la quantité d’antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre DPPH" dans le milieu réactionnel.
Plus la valeur de la Clsp est faible plus 1’activité antiradicalaire est remarquable. La figure 13

ci-dessous affiche les résultats des Clso obtenues pour les trois huiles essentielles.

Parmi les trois huiles essentielles, A. Verticillata arrive en téte des résultats avec une
Clso égale & 0.41mg/mL, suivie de S. officinalis avec une valeur de 65.7 mg/mL et finalement

C. nepeta qui semble étre la moins performante avec une Clso de 76.0 mg/mL (Figure 13).
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Clg, (mg/mL)
76,0
30 65,7

70
60
50
40
30

20
041 2,3 0,12
10
-—— A -~
Averticillata S,officinalis  C,nepeta BHT AA

Figure 13. Clso des huiles essentielles déterminées par la méthode DPPH.

D’aprés cet histogramme, on remarque que I’huile d’A. verticillata est dotée d’un grand
pouvoir antioxydant, la concentration de la Clso est égale & 0.41mg/mL presque 5 fois inférieur
a celle du BHT (2.3 mg/mL) mais elle reste plus élevée par rapport a 1’acide ascorbique (0.12
mg/mL).

I1I. 3. Evaluation de I’activité antioxydante des mélanges croisés

Depuis la découverte des divers effets synergiques et antagonistes et leur importance
dans le domaine thérapeutique, les interactions entre les agents biologiquement actifs sont
devenues un sujet important pour la recherche scientifique. Dans cette partie, nous nous somme
intéresser a 1’étude du pouvoir antioxydant des mélanges des huiles essentielles étudiées par la
méthode de piégeage du radicale libre DPPH", afin d’évaluer leur effet synergétique ou

antagoniste.

Des activités antioxydantes synergiques ont été observées auprés des mélanges des
huiles essentielles. L huile de A. verticillata associé a I’huile de C. nepeta présente une activité
(Clso = 0.59 mg/mL) plus importante que son association avec I’huile de S. officinalis (Clso =
3.52 mg/mL). La combinaison des trois huiles essentielles de A. verticillata, S. officinalis et C.
nepeta présente aussi une tres forte inhibition (Clso = 0.91 mg/mL) du radical DPPH (Figure
14). Ce résultat signifie que la combinaison des huiles présente un effet synergique entre les
différents constituants biologiques mineurs et les constituants majeurs, puisque les huiles
essentielles de S. officinalis et de C. nepeta présentent individuellement de tres faibles activités
antioxydantes. Les résultats du mélange effectué affichent que 1’association Ammoides-

Calamintha est dotée d’une activité importante, suivie par le mélange des trois huiles, ensuite
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vient I’association Ammoides-Salvia et enfin la plus faible activité est représentée par le
mélange Calamintha-Salvia via une Clsg de 61.1 mg/mL. La comparaison de l'activité de
balayage du DPPH® des huiles essentielles de Ammoides-Calamintha ou Ammoides-
Calamintha-Salvia avec ceux exprimés par le BHT a montré que les deux mélanges ont des

effets antioxydants environ 4 et 2 fois supeérieur a celui du BHT, respectivement.

L’acide ascorbique reste en téte de la liste avec une valeur de Clso de 0.12 mg/mL, mais
peut étre remplacer par 1’association Ammoides-Calamintha ou Ammoides-Calamintha-Salvia

qui présentent des valeurs presque semblables : 0.59 mg/mL et 0.91 mg/mL, respectivement.

Clg, (mg/mL)

AA 0,12
BHT 2,3
Am-Ca-Sa 0,91
Am-Ca 0,59
Ca-Sa 61,08
Am-Sa 3,52
0 10 20 30 40 50 60 70
Am-Sa Ca-Sa Am-Ca  Am-Ca-Sa BHT AA
m [C50 (mg/ml) 3,52 61,08 0,59 0,91 2,3 0,12

Am : A. verticillata, Ca : C. nepeta, Sa : S. officinalis.

Figure 14. Clso des mélanges croisés des huiles essentielles déterminées par la méthode
DPPH.

I11. 4. Evaluation de I'activité antioxydante par la méthode de FRAP :

Dans le test de I’essai du pouvoir réducteur, la présence d’antioxydant dans 1’échantillon
aurait pour résultat la réduction de Fe** en Fe?* en donnant un électron, la quantité du complexe
Fe?* peut ensuite étre contrdlée par la mesure de la formation du bleu de Perl a 700 nm,

I’augmentation de I’absorbance (DO) indique une augmentation de la capacité réductrice.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des échantillons est déterminée par rapport a
I’acide ascorbique et BHT. Les résultats de ’activité réductrice des huiles essentielles ainsi que
les références sont regroupées dans la figure 15, ci-dessous. Le pouvoir réducteur des huiles

essentielles est dose dépendante.
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De ce fait, a la concentration de 50 mg/mL, le pouvoir réducteur des huiles essentielles
de A. verticillata et C. nepeta affiche une densité otique égal a 3 mais qui reste inférieur a
I’antioxydant synthétique BHT (6 mg/mL, DO = 3).

3,5 Ammoides
3 Calamintha
Salvia
25 % BHT
]
e 2 %X-—AA
_‘é‘ X
o
215 X
< X
1 4
%
05 ¢
X
0 X
0 10 20 30 40 50 60

[C] (mg/mL)

Figure 15. Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP.

D’autre part, les résultats obtenus montrent que 1’huile de A. verticillata est nettement
superieur a celle de S. officinalis et C. nepeta, mais qui reste inférieur aux références (BHT et
acide ascorbique). Si nous classons nos extraits selon la puissance de réduction de fer par
rapport au BHT, nous obtiendrons 1’ordre suivant : Acide ascorbique > BHT > A. verticillata >
C. nepeta > S. officinalis (Figure 15).

I11. 5. Discussion

Comme le montre la figure 14, un effet synergique a été observé pour tous les mélanges
d'huiles essentielles. Les mélanges d'huiles essentielles ont été trés efficace par rapport aux
huiles essentielles individuelles. Les combinaisons d'huiles essentielles de A. verticillata/S.
officinalis, A. verticillata/C. nepeta, S. officinalis/C. nepeta et A. verticillata, S. officinalis, C.
nepeta ont montré une augmentation significative de l'activité antioxydante par la méthode
DPPH (Figure 16).

Ces résultats ont révelé que les combinaisons d'huiles essentielles appliquaient des effets
antioxydants synergiques prometteurs en diminuant la concentration inhibitrice demi-
maximale. Ces propriétés antioxydantes sont probablement liées a leur profil chimique, en
particulier le pourcentage relativement élevé de composés tels que le thymol, le camphre et la

pulégone.
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7598 Clgzo (MG/ML)

80 037 61,08
60

40

20 0,41 3,52 0,59 0,91 2,3 0,12

0 —— ‘. - - P —
& & & & & & S v
Yﬁé&@\\ ﬂé&@‘\ Q?QQ o & o ?&\,%q, 3
A,ver;icilIat S,officinalis  C,nepeta = Am-Sa Am-Ca Sa-Ca  Am-Sa-Ca BHT AA

®[C50 (mg/ml) 0,41 65,7 75,98 3,52 0,59 61,08 0,91 2,3 0,12

Am : A. verticillata, Sa : S. officinalis, Ca : C. nepeta.

Figure 16. Clso de I’ensemble des trois huiles individuelles + mélanges croisés + références

déterminées par la méthode DPPH

En effet, le thymol est un monoterpéne oxygéné avec une structure phénolique et des
propriétés antioxydantes prouvées.[59] Il est considéré que I'activité antioxydante des composés
phénoliques est due a leur potentiel d'oxydo-réduction élevé, ce qui leur permet d'agir comme

des agents réducteurs, donneurs d'hydrogeéne, et des désactivateurs d'oxygéne singlet.[65]

La pulégone est une cétone monoterpénique naturelle obtenue a partir des huiles
essentielles de diverses plantes telles que Nepeta cataria (Catnip) et Mentha, qui ont des
propriétés antioxydantes.[60, 61] En revanche, 1’association du thymol (43,7%) et la pulégone
(70,4%) augmente considérablement le pouvoir antioxydant de 1’huile essentielle de C. nepeta.
La forte activité antioxydante de A. verticillata, et S. officinalis pourrait aussi s’expliquer par
I’association du thymol (43,7%) et le camphre (20.4%).

Signalons que le mélange des huiles essentielles S. officinalis et C. nepeta a montré une
activité modérée, ce résultat peut s’expliquer par la pulégone dont 1’association au camphre,
l'a-thujone et le 1,8-cinéole semble peu efficace. Dans la présente étude, ’activité antioxydante
des huiles essentielles d’Ammoides verticillata, Salvia officinalis et Calamintha nepeta, ainsi
que lasynergie de leurs combinaisons ont été étudiées. Le développement d'agents de protection
naturels en tant qu'alternative au traitement a la réduction de la résistance aux medicaments et
aux additifs naturels pour [l'alimentation est actuellement a I'honneur. Une interaction

synergique intéressante entre ces huiles essentielles a été observée.
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IV.1. Echantillonnage du matériel vegétal

IV.1.1. Provenance du matériel végétale et identification

Salvia officinalis, Calamintha nepeta et Ammoides verticillata, ont été collectées au mois
de décembre 2017 au niveau du parc national et la pépiniére d’Ain fettouh de lacommune d’Ain
Ghoraba, localisée a 28 km de Tlemcen, respectivement. L’identification botanique de ces
especes a été faite par le docteur kazi-tani choukri du département d’agronomie Université
Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

IV.2. Préparation des huiles essentielles
IV.2.1. Méthodes d’extractions

L’extraction des huiles essentielles peut étre obtenue par différentes méthodes, les
principales sont basées sur la volatilité, solubilité, I’expression et I’entrainement a la vapeur.
Le choix de la méthode dépend du procédé d’extraction utilisé et de 1I’objectif souhaité entre
outre, la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de

I’essence a extraire, de méme le rendement, applications et usages de 1’extrait.[66]

De notre part, nous avons utilisé¢ I'une des principales techniques de productions d’huiles

essentielles nommeée : hydrodistillation de type Clevenger.

IV.2.2. La technique Hydrodistillation

Hydrodistillation du latin signifie « eau » et « distillare » qui signifie « tomber goute a
goute ». La distillation des huiles essentielles a été réalisée par la méthode hydrodistillation via
un appareil de type Clevenger (figure 17). La matiére vegétale (200g-500g) est introduite dans
un ballon de six (6) litres aprés avoir été broyée et séchée, avec la quantité d’eau nécessaire a
I’immerger. L’ensemble est porté a ébullition durant 4h a 6h. les molécules volatiles et
aromatiques captées sont alors condensees et liquéfiées dans un réfrigérant et récupérées sous
forme d’huiles essentielles. Cependant a cause de I’eau et de la température du milieu, il peut
se produire des réactions chimiques comme les réactions d’hydrolyses, de racémisations,
d’isomérisations ou encore d’oxydations, ceux qui peuvent conduire & une dénaturation et
discrimination de I’huile essentielle.[67] La conservation des huiles essentielles se fait dans des
piluliers en verre stériles teintés et bien fermé, a 1’abri de la lumicre, ’air, chaleur, et humidité
de préférence a I’intérieurs d’un réfrigérateur a une temperature de 4°C, afin d’éviter toute

réaction de dégradation.
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Figure 17. Montage d’hydrodistillation de type Clevenger.

1VV.2.3. Rendement des huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile
essentielle extraite et la masse de la matiére végétale fraiche ou séche.[68] Il est exprimé en

pourcentage et calculé selon la formule suivante :

MHE

Rdt HE : Rendement en huile essentielle (%)
MHE : Masse d’huile essentielle (g)
MMV : Masse de la matiére végétale (g)

RDT : rendement, HE : huile essentielle, MHE : masse de 1’huile essentielle, MMF : masse de

la matiere végétale.

1V.3. Caractérisation des huiles essentielles :

1V.3.1. Conditions CPG (LASNABIO)

Les analyses par chromatographies en phase gazeuse ont été réalisées a I’aide d’un
chromatogramme de marque 6500 Autosystem GC équipé d’un détecteur a ionisation de
flamme (FID) permettant la détection des composants, d’un injecteur diviseur, et d’une colonne
capillaire en silice fondu apolaire de type TRB-5 qui dispose des caractéristiques
suivantes (longueur : 30 m, diamétre interne : 0.32mm, épaisseur du film: 0.1um). Les gaz
vecteurs sont : I’hydrogéne 1’azote et I’aire, le débit est de 1 ml/mn avec une pression de colonne

de 7psi. La température de I’injecteur est de 300°C et celle du détecteur de 280°C.
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La température du four est programmée de 60<C a 280<C a raison d’une montée de 10.0
C/min et ensuite maintenue a 250<C pendant 64 mn. Les échantillons ont été injectés via le
mode split (1/20), le volume d’injection est de 0.2pl. Pour chacun des composants, les indices
de rétention apolaires et polaires sont calculés a partir des temps de rétention d’'une gamme

d’étalons d’alcanes.

Figure 18. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

I1V.3.2. Conditions CPG/FID de Corse

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé¢ d’un injecteur
split/splitless, de deux colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i.,
épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthyléne glycol, 60 m x
0,22 mm d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et de deux détecteurs a

ionisation de flamme.

Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogéne, la pression en téte de colonne est de 25 psi
avec un débit de 1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de 280°C. La
programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C a 2°C/mn puis en un
palier de 35 mn a 230°C. L’injection se fait en mode split 1/50. Le volume injecté des
¢chantillons est de 0,2 pl. Pour chacun des composés, les indices de rétention polaire et apolaire
sont calculés par extrapolation linéaire a partir des temps de rétention d‘une gamme d’étalon

d’alcanes.
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1V.3.3. Conditions (CPG/SM) de Corse

Les analyses ont été réalisées a 1‘aide d“un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL (Walton, MA, Etats Unis), doté d‘un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x
0,22 mm d.i. ; épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire
(Rtx-1), couplées a un détecteur de masse Perkin Elmer TurboMass. Les molécules sont
bombardées par un faisceau électronique de 70eV. L’injection se fait par mode split avec un
rapport de division de 1/80. La quantité injectée est de 0,2 uL. Les spectres de masse obtenus
par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 35-350 Da. La température de la
source est de 150°C. Les conditions chromatographiques (programmation de température, gaz
vecteur, etc.) sont identiques a celles décrites précédemment.

IV.4. Chromatographie sur colonne

Le principe de cette méthode est la séparation des constituants d’un mélange, de plus la
purification d’un produit donné. Ce systéme est basé sur les interactions qui existent entre les
deux phases : stationnaire (gel de silice) et mobile (éluant) causées par la différence d’affinité

des constituants.

Mode opératoire :

Tout d’abord, la colonne est fixée et maintenue de facon verticale par une pince a 1’aide
d’un statif. Cette colonne frittée est ensuite remplie par le mélange silice-pentane qui constitue
la phase stationnaire. Apres remplissage, on couvre la colonne et on vaporise de I’acétone afin
de dégazer le milieu pour ne pas bloquer la séparation. Cette derniére continue jusqu'a obtention
d’un écoulement goutte a goutte a la sortic de la colonne. Lorsqu’on-t-obtient une phase

homogene et sans fissures, la colonne est considérée comme préte a I’emploie.

Figure 19. La colonne frittée.
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Le volume de notre échantillon (Ammoides verticillata) introduit est de 1000ul. L’élution

est effectuée par gradients de polarité dans le but de séparer les hydrocarbonés des oxygénés.

En premier lieu on a utilisé le pentane (moins polaire) pour récupérer la fraction
hydrocarbonée, parallélement on a préparé une CCM (chromatographie sur couche mince) pour
la veérification des taches. En seconde lieu, le mélange pentane-éther par gradients de polarité

afin de récupérer les fractions oxygénées.

Figure 20. Avant élution des oxygénés Figure 21. Aprés élution des oxygénés.

A la fin, toutes les fractions récupérées sont révelées par UV-visible aprés d’étres séparées
par CCM (50/50), en vue de rassembler les constituants (taches) qui ont le méme rapport frontal
afin de les analyser par CPG dans le but de les identifiées et déterminer le chémotype de I’huile

employée.

B e
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— S

Figure 22. Plagues CCM Figure 23. Fractions récupérées  Figure 24. Révélation.
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IV.5. Evaluation de ’activité antioxydante
La mise en évidence du pouvoir antioxydant des huiles essentielles d’Ammoides
verticillata, Salvia officinalis et Satureja calamintha nepeta a été effectuer par deux techniques

chimiques que sont : le piégeage du radicale libre DDPH et la réduction du fer FRAP.

IV.5.1. Piégeage du radicale libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
L’évaluation de I’activité antiradicalaire a été effectuée par le test DPPH qui fut I’un des

premiers radicaux libres exploité pour étudier la relation structure-activité antioxydante.[69]

absorbance dans le visible a une longueur d’onde comprise entre 515 et 520nm. Le DDPH
posséde sur I’un des atomes d’azote un €lectron non appari€, la délocalisation de cette structure
empéche sa polymérisation, par conséquence le composé reste sous forme monomere

relativement stable a température ambiante.[70]

3 O,N NO, | O,N NO,
: ©\ N ; f ©\ HN: ;
| N ! N
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DPPH'(violet) DPPH-H (jaune)

Figure 25. Réaction du radical DPPHe+ avec un donneur d’hydrogéne.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a piéger le radicale DPPHe qui est réduit sous la forme diphényl picryl-
hydrazine DPPH-H (non radicale) en acceptant un électron ou un atome d’hydrogene.[71] La
réduction du radicale est controlée par la mesure de 1’absorbance a une longueur d’onde de
517nm, mais apres sa réduction par un antioxydant 1’absorbance diminue.[72] Le DPPH est un
radical libre de couleur violet qui vire vers le jaune pale apres sa réduction par une substance
donneuse de proton. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents a donner des protons.[73]

La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 0.0030g de DPPH dans 100mL
de I’éthanol. Cette solution est ensuite emballée dans du papier aluminium et conserver dans le

frigo a I’abri de la lumiére et I’air afin d’éviter toute dégradation. Les concentrations initiales
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des échantillons employées sont de 5mg/mL pour A. verticillata, 135.08mg/mL pour S.
officinalis et 100mg/mL pour C. nepeta. Différentes concentrations des huiles essentielles
comprises entre (0.025-80 mg/mL) ont été étudiée a travers des dilutions ajustées a un volume
de 1mL. On prend 1mL de chaque dilution qui est ensuite transférée dans des tubes a hémolyses,
on ajoute ImL de la solution éthanolique de DPPH, le tout est incubée durant 30mn en obscurité
a une température ambiante. Les absorbances sont mesurées a une longueur d’onde de 517nm
par un spectrophotométre ultraviolet contre le blanc contenant de 1’éthanol pure et le contréle

négatif contenant (ImL d’éthanol + 1mL de DPPH).

3..

' / il n\l L

Figures 26. Reduction du radical DPPH du violet au jaune.

Procédure des mélanges croisées :

Nous avons utilisé la méthode du Piégeage du radicale libre DPPH pour 1’étude des
mélanges croisés des trois huiles étudiées. On a utilisé les proportions 1-1 pour une méme
concentration de chaque mélange. En effet, les concentrations employées sont de 100mg/mL
pour ’association S. officinalis/C. nepeta et de 5mg/mL pour A. verticillata/S. officinalis, A.
verticillata/C. nepeta idem pour 1’association des trois huiles. Le protocole employer est

similaire a la matrice individuelle.
Le pourcentage d’inhibition de I’activité antiradicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :
AAR % = [Abs contréle- Abs échantillons /Abs contréle] x 100

N.B : Dans les deux méthodes de I’évaluation de I’activité antioxydante (DPPH-FRAP), I’acide
ascorbique et le BHT sont employés autant que des références et aux mémes conditions

expérimentales.

Calcul des Clsg :

La concentration inhibitrice de 50% (appeler également ECso- Efficient concentration
50) est défini comme étant la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50%

du radicale DPPH (DPPHe). Les Clso sont calculées graphiquement par les regréassions
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linéaires des graphes des taux d’inhibition : pourcentages d’inhibitions en fonction des

différentes concentrations des échantillons testés (figures ci-dessous).

120 70 80 y=0,6595x-1,5187
2 100 Y= 99,366x + 84476 » 60 y=0,7762x-1,004 o | Reeoords
o % 50 R2 =0,9957 %60 =Y
= E 40 =
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z 2 30 5 ¢
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Ammoides Verticillata Salvia officinalis Calamintha nepeta

Figures 27. Capacité antioxydante des trois huiles étudiées.

1V.5.2. Reduction du Fer : Frap

L’activité réductrice du fer des huiles essentielles est basée sur la réduction de 1’ion
ferrique (Fes+) de couleur jaune en ion ferreux (Fez+) de couleur bleu vert présent dans le

complexe KsFe (CN)e.
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Figure 28. Mécanisme réactionnel du test FRAP

L’intensité de cette coloration qui est mesurée par spectrophotométrie a une longueur

d’onde de 700nm est proportionnelle au potentiel réducteur.

Protocole :

Le protocole expérimental est déterminé via la méthode Oyaizu, 1986.[74] Les
concentrations initiales employées pour les échantillons sont de 1mg/mL pour A. verticillata et

70mg/mL pour S. officinalis de méme C. nepeta. Un millilitre de I’extrait a différentes
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concentrations comprises entre (0.2-50 mg/mL) est mélangé avec 0.5mL d’une solution tampon
phosphate 0.2M (pH=6.6) + 0.5mL d’une solution de ferricyanure de potassium (1%).
L’ensemble est incubé dans I’étuve a 50C durant 20mn. Ensuite 0.5mL d’acide trichloracétique
a 10% est additionner pour stopper la réaction. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant
10mn. Enfin, ImL du surnageant de chaque extrait est mélangé a 1mL d’eau distiller et 0.2mL

d’une solution de chlorure ferrique (0.1%) fraichement préparée.

Figures 29. Méthode Frap

La lecture des absorbances se fait a une longueur d’onde de 700nm contre un blanc
semblablement préparé en remplagant 1’extrait par de 1’eau distiller afin de calibrer I’appareil
(UV-visible) spectrophotometre. L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés autant que contrdle
positif afin de faire une étude comparative. Toutes augmentations des absorbances dans le

milieu réactionnel indiquent I’augmentation du pouvoir réducteur.[75]
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Figures 30. Absorbances en fonction des différentes concentrations des échantillons de C.

nepeta, S. officinalis et A. verticillata
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Conclusion Générale

La richesse de la flore Algérienne n’est plus a démontrer. A 1’instar des autres zones,
I’Ouest algérien et en particulier la région de Tlemcen est caractérisée par une flore

particulierement riche en plantes médicinales.

Dans ce contexte trois plantes ont été proposées par 1’association forét modéle de Tlemcen
qui est en collaboration avec le parc national et la direction des foréts afin d’étudier et exploiter
ces plantes dans le but de bénéficier de leurs dérivées comme huiles essentielles qui est un
domaine pratiquement vierge et peu exploite en Algérie. Notre travail consistait principalement
a produire des connaissances scientifiques relatives aux trois (03) plantes avec un objectif de

rechercher des voies de valorisation de ces dernieéres.

Ainsi nous nous sommes intéressés a la caractérisation chimique et biologique des huiles
essentielles des trois plantes de la région de Ain Fetouh : Ammoides verticillata, Salvia
officinalis et Calamintha nepeta. Le volet chimique de notre travail a démontré que les huiles
essentielles des plantes étudiées présentent des molécules tres intéressantes et qui sont tres

convoitées par des secteurs stratégiques : comme la pharmacie et parfumerie.

L'huile essentielle d’Ammoides verticillata est riche en alcools monoterpeniques, le
thymol. De méme, une chromatographie sur colonne a été réalisée pour la détermination du
chémotype de cette huile. Quant a I’huile essentielle de Calamintha nepeta, elle s’est avérée
particulierement intéressante d’un point de vue analytique par la présence d’un composé
cétonique la pulégone (> 70 %) comme constituant majoritaire. Alors que I’huile essentielle de

Salvia officinalis été caractérisée par le camphre, I'a-thujone et le 1,8-cinéole.

L’activité antioxydante des huiles essentielles a été déterminée par deux méthodes :
DPPH et FRAP. Le test DPPH a révélé que : I’huile essentielle d’Ammoides verticillata posséde
un trés grand pouvoir antioxydant, en effet elle a été 5 fois supérieur au BHT mais qui reste
inférieure a ’acide ascorbique, contrairement aux autres huiles essentielles de Salvia officinalis

et calamintha nepeta qui présentent des activités antioxydantes moins importantes.

De plus, au cours de ce travail, nous avons réalisé 1’activité antioxydante des mélanges
croisés par la méthode DPPH. Les résultats obtenus montrent que les combinaisons d'huiles
essentielles appliquaient des effets antioxydants synergiques prometteurs tout en diminuant la
concentration inhibitrice. En effet I’association Ammoides-Calamintha et Ammoides-
Calamintha-Salvia avec ceux exprimés par rapport au BHT a montré que les deux mélanges

ont des effets antioxydants environ 4 et 2 fois supérieur a celui du BHT, respectivement.
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CONCLUSION GENERALE

De méme, I’association Calamintha-Salvia et Ammoides-Salvia a montré un effet
synergetique. Sachant que ces résultats sont prometteurs et que ces plantes se caractérisent par
des molécules particuliérement intéressantes et qui demandent d’étre exploitées, nous
proposons comme perspectives de :

o La distillation des huiles essentielles de ces especes, pour les certifier et ou labeliser,
dans un but de commercialisation national voire méme I’international.

o Développer les agents antioxydants qui peuvent constituer une alternative a certains
additifs synthétiques en vue de les employées dans des applications thérapeutiques ou
cosmétiques

o Production et commercialisation des produits cosmétiques et pharmaceutiques naturels

a base de huiles essentielles.
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