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L’Algérie est considéré parmi les plus grands pays riverains de la
Méditerranée avec une superficie de 2,3 millions de km? ou les trois quarts du
pays sont représentés par des zones de steppes et des zones sahariennes. Cette
situation géographique exceptionnelle explique bien la trés grande richesse de
la flore algérienne qui est arborée par plus de 1600 espéces
spontanées utile et cultivé [1,2]. Un bon nombre de ces especes possede des
substances actives a usage pharmaceutique, cosmétique, alimentaire et en

aromathérapie.

En effet les plantes médicinales et aromatiques représentent une source
mondiale d’épices et d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique,
anti-inflammatoire et antioxydant et renferment de nombreuses activités
biologiques supplémentaires ou synergiques. ces activités ont été étudiées et
reproduits chimiquement pour étre introduits dans de nombreux médicaments
[3]. Leurs activités biologiques intéressantes sont attribuées aux principes

actifs qu’elles contiennent.

Ces especes végétales sont a 1’origine de nombreux médicaments et
certains de leurs principes actifs entrent dans la composition de 70% des
produits pharmaceutiques commercialisés dans les pays industrialisés. Le

tiers restant est constitué de produits de synthése [4].

L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 80% de la
population mondiale compte toujours sur 1’utilisation des plantes médicinales
comme un premier traitement. Les recherches antérieures menées sur les
produits naturels dans différent régions dans le monde, montrent que les
plantes occupent toujours une place importante dans la vie quotidienne des

gens : préparations culinaires, médecine traditionnelle, et parfumerie.

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthése de
molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles
(HE) connues depuis longtemps pour leur activité antiseptique et
thérapeutique dans la médecine populaire. Aujourd’hui, ces extrais de plante
sont d’une importance étendue dans le commerce international [1] et ont été
largement employé dans de multiples et divers domaines tels que la

parfumerie, la pharmacie, 1’aromathérapie et 1’agro-alimentaire.



Elles ont ¢été également suggérées comme source alternative tres
importante pour augmenter la durée de la conservation des produits
alimentaires grace aux effets antimicrobiens et antioxydants de certains de
leurs composants [5]. Ces huiles naturelles viennent remplacer et réduire
I’utilisation des agents de conservation synthétique qui ont montré des effets

néfastes sur la santé et 1’environnement.

En effet, les huiles essentielles sont des substances naturelles riches en
composés bioactifs doués de propriétés thérapeutiques et biologiques intenses
notamment comme antimicrobienne, antioxydant, analgésique, anti-
inflammatoire, anticancéreuse, antivirale et insecticides [6-11]. C’est la
raison pour laquelle de nombreuses ¢études se sont concentrées sur la
recherche d’une nouvelle molécule d’origine naturelle douée d’activités

biologiques intenses avec un faible impact négatif sur la santé humaine.

D’autre part, lorsqu'on utilise la plante enti¢re plutdét que ses principes
actifs isolés, ses différentes parties agissant ensemble, ils sont plus efficaces
qu'une dose équivalente du principe actif extrait de la plante, cela veut dire
qu’une plante médicinale contient un ensemble de principes actifs qui ont
chacun un effet thérapeutique spécifique. De ce fait, 1’action thérapeutique
globale d’une plante ne se résume pas a un constituant isolé. Elle est la
résultante de 1’action de tous ses constituants et nous parlons d’action

synergique [12].

Depuis de nombreuses années les huiles essentielles ont été utilisées en
combinaison pour agir en synergie dans le but d’améliorer encore leurs effets
[13]. En effet, en aromathérapie, le principe de la synergie est simple ; il

s’agit de mélanger deux ou plusieurs huiles essentielles.

Méme a 1’échelle industrielle pharmaceutique, les médicaments sont
couramment utilisés dans des mélanges, également appelés cocktails, pour
traiter les maladies, en particulier le cancer et les infections virales. Deux ou
plusieurs médicaments, ou en l'occurrence, deux ou plusieurs composés

végétaux bioactifs, interagiront de quelque fagon ou échoueront a interagir.



Tous simplement, si une interaction produit un effet supérieur a celui
prévu pour chaque médicament individuel, 1'interaction est dite synergique. Si
I'effet est inférieur, on l'appelle antagoniste. Si l'effet est ¢gal a I'effet
attendu (c'est-a-dire qu'il n'y a pas d'interaction), l'interaction est appelée

additif.
Problématique de la thése

Six plantes de la flore algérienne ont été sélectionnées pour leurs
utilisations médicinales pouvant &tre en lien avec leurs propriété
antioxydantes et antimicrobiennes, il s’agit de Ammoides verticillata,
Satureja candidissima et Salvia argentea, Thymus fontanesii, Rosmarinus

officinalis et Artemisia herba-alba.

Dans ce contexte et dans le cadre de la valorisation des plantes
médicinales et aromatiques de 1’ouest algérien et dans le cadre de Ila
découverte de nouveaux antioxydants et des antibiotiques d’origine naturelle,
nous nous sommes intéressés dans ce travail a étudier la composition
chimique des mélanges des huiles essentielles ainsi que leurs effets
synergiques sur [’activité antioxydante et antimicrobiennes de 6 plantes

médicinales poussant a I’état spontané dans 1’ouest Algérien.

Un des principaux objectifs de ce travail concerne les interactions entre
les composés des huiles essentielles trés utilisés dans la médecine
traditionnelle, en particulier, nous nous sommes intéressés aux huiles qui
ont des effets thérapeutiques potentiels et qui présentent une faible toxicité
systémique et ne présentent donc pas un risque ¢élevé de produire des effets
indésirables.

La présente thése est subdivisée en quatre chapitres a savoir :

Le premier chapitre est consacré a une syntheése bibliographique en lien
avec les constituants des huiles essentielles obtenus par hydrodistillation
ainsi qu’a leur utilisation en tant qu’agents antioxydants naturels et dans la
lutte contre les infections microbiennes. Le chapitre décrit aussi la séquence
analytique mise en ceuvre pour la caractérisation des huiles essentielles et des
fractions oxygénées en précisant les procédés d‘échantillonnage, la

préparation du matériel végétal et la méthodologie d’analyse développée.



Le deuxiéme chapitre est subdivisé en deux parties :

La partie(A) présente dans un premier temps 1’étude bibliographique de S.
argentea, S. candidissima et A. verticillata, les résultats de 1’étude de la
composition chimique des échantillons des huiles essentielles individuelles et
collectives de chaque espece et la recherche des paramétres environnementaux
impliqués dans la variabilité de la composition chimique de [’huile essentielle
de A. verticillata.

La partie (B) présente aussi une présentation bibliographique de T.
fontanesii, R. officinalis et A. herba-alba, ensuite nous présentant I’ensemble
des résultats relatifs aux constituants moléculaires et enfin, nous présentant le

profil chimique de leurs fractions oxygénés.

Le troisieme chapitre sera consacré a la valorisation des huiles
essentielles des six plantes étudiées individuellement et en combinaisons et
cela par des tests des activités biologiques notamment 1’activité antioxydante
et antimicrobienne. Et enfin nous terminerons par [’étude du potentiel
antioxydant des fractions oxygénées des deux huiles essentielles de T.

fontanesii et R. officinalis séparément et en combinaisons.

Le quatriéme chapitre est consacré a la description du volet
expérimental développé dans notre travail, a savoir, le matériel utilisé¢, la
démarche expérimentale et les méthodes employées pour réaliser 1’extraction
et 1’évaluation des activités biologiques des huiles essentielles ainsi que leurs

mélanges.

Enfin une conclusion générale qui résume [’ensemble des résultats
obtenus a travers les études chimiques et biologiques des six espéces étudiées

et nous terminons par quelques perspectives.
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I.1. Introduction

Depuis des milliers d'années, les hommes utilisent des huiles essentielles
pour améliorer leur santé physique, émotionnelle, mentale et spirituelle. Ce
n'est que récemment que la science a commencé a découvrir comment ces
liquides aromatiques volatils et les précieux composés chimiques qu'ils
contiennent agissent sur le corps et l'esprit. Le peuple égyptien est largement
reconnu pour ces réalisations. Il n’est peut-€tre pas surprenant que les anciens
Egyptiens aient été parmi les premiers a utiliser des huiles essentielles. Les
archives montrent que les huiles aromatiques faisaient partie de la vie
quotidienne en Egypte dés 4500 av [14]. La cannelle, la myrrhe, le bois de
santal et l'encens étaient des favoris précieux ; ils étaient d'une telle valeur

qu'ils étaient parfois achetés avec de l'or pur.

En Chine, les herbes aromatiques et les huiles essentielles sont devenues
des remeédes contre une foule de maux. Nombre de ces composés sont encore

utilisés par les praticiens de la médecine orientale de nos jours [15].

Les anciens grecs et romains utilisaient également des huiles essentielles,
principalement pour l'aromathérapie, le massage thérapeutique, 1'hygiéne
personnelle et la médecine. L'huile essentielle de myrrhe été mélangée dans
une pommade pour une utilisation sur le champ de bataille; c'est un remede

efficace pour prévenir les infections post-traumatiques [14].

Au cours de I'épidémie de peste bubonique des années 1400, des médecins
désespérés ont décidé d'essayer des meélanges ayurvédiques a la place de
médicaments inefficaces. Ces anciens remedes, qui comprenaient des huiles
essentielles de camphre, de reine des prés, de romarin et de lavande, se sont
avérés efficaces. Au méme moment, l'encens et le pin sylvestre étaient brilés
dans les rues pour écarter les mauvais esprits [16], Ils ont remarqué que
moins de personnes sont mortes de la peste dans les régions ou cette pratique

était courante.

Au début du moyen Age 1’intérét porté sur les huiles essentielles a connu
un déclin, et il a fallu attendre le XX si¢cle pour que les scientifiques
commencent a s’intéresser a nouveau a la filiere de I[’aromathérapie qui

utilise les propriétés biologiques curatifs de ces huiles [17].



Au cours de ces dernier années 1’intérét porté a ces plantes n’a pas cessé
de croitre, dont plusieurs substances naturelles ont été découvertes avec des
caractéristiques intéressantes et par conséquent de nombreux patients qui
auparavant ne pouvaient pas bénéficier de traitement adéquat peuvent
désormais €tre exposés a des traitements efficaces qui ne présentent pas un
risque ¢levé de produire des effets indésirables soit sur la santé de 1’homme

ou bien sur I’environnement.
I.2. Les huiles essentielles : Définition et profil chimique

Les huiles essentielles ou essences végétale sont des métabolites
secondaires aromatiques, volatils de consistance huileuse [18], extraites a
partir d’une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation séche, ou bien par des procédés mécaniques [19].
En général leur densité est inférieure a celle de I’eau, elles sont solubles dans
les solvants organiques et insoluble dans 1’eau tout en possédant des

caractéristiques hydrophobes [20].

Ces huiles sont couramment utilisées par 1’aromathérapie pour leurs effets
bénéfiques sur la santé. Elles sont incorporées dans les commerces
pharmaceutiques, cosmétiques, et agroalimentaires. Selon une statistique
réalisée par Essawi et al, parmi trois milles huiles essentielles, 300 sont
commercialisées et destinées particuliérement a I’industrie des ardmes et des

parfums [21].

Les huiles essentielles sont des mélanges complexe, tres variables
constituées principalement par des composés terpénoides et des composés
phénylpropanoides (Figure 1). Ces composés peuvent contenir toutes les
grandes fonctions de la chimie organique (alcools, phénols, composés

carbonylés, ester, et parfois des dérivés azotés, et soufrés) [20].

La classe des terpénoides est la plus abondante des métabolites
secondaires, représentée par des molécules trés variée au niveau structurel,

produite de la condensation de plusieurs unités isopréniques (CsHs).

La deuxieme classe est représentée par les composés aromatiques dérivés
du phénylpropane, ces derniers sont moins fréquents par rapport aux

terpénoides. Elle renferme des molécules odorantes comme la vanilline,
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I’eugénol, et I’estragole. Ces composés sont biosynthétisés a partir des acides

aminés aromatiques ; la phénylalanine et la tyrosine.

Terpénoides

G

citronellol Thymol Carvacrol Menthol

Phénylpropanoides

IS CHO CHgj
OH OH /\ Hay
Eugénol Vanilline Estragole Limonéne
_ _J

Figure 1. Structures chimiques de quelques composés présents dans les huiles

essentielles.
I.3. Le concept de chémotype.

Au sein d’une méme variété botanique, le profil chimique d’une huile
essentielle peut étre différent, on parle alors de race chimique ou de
chémotype, en effet le chémothype est une indication précise qui désigne le
composant majoritaire et distinctif d’une huile essentielle a une autre d’une
méme espeéce botanique. Cette classification nous a permet de bien favoriser
tel ou tel huile essentielle pour des fins plus efficaces et précises. Or les
huiles essentielles a chémotype différents présentent des activités différentes
et par conséquent des toxicités variables [22]. A titre indicatif 1’espece de
Artemisia herba-alba originaire de plusicurs pays a révélé de nombreux
chémotypes; le Camphre est le composé principal de 1’huile essentielle de
Maroc (26,67%) et de 1’Espagne (15%). Le B-thujone (30%) est le chémotype
de Tunisie, alors que celui de 1’Algérie (Djelfa) a révélé la Davanone comme

composante principale (42,8 %) [23].



I.4. Facteurs influencant la production et la composition des

huiles essentielles

De nombreux facteurs déterminent la qualité de I'huile essentieclle. Par
exemple, les espeéces de plantes, les techniques d'extraction et méme les
conditions de croissance, y compris la qualité du sol, la couverture nuageuse
et la température de l'environnement, peuvent affecter les plantes a partir

desquelles les huiles essentielles sont extraites [24].

La présence ou I’absence de certains constituants dans une plante est en
premier lieu en lien avec sa biosynthése et donc son patrimoine génétique,
c’est pourquoi une méme espece/variété peut présenter plusieurs chémotypes
[24]. L’un des exemples le plus célébre est celui de 1’huile de Thymus
vulgaris du sud de la France qui présente six chémotypes différents [25].
D’autre part, les paramétres environnementaux tel que les conditions
climatiques (la température, 1’humidité, la durée d’ensoleillement, le régime
de vents), [’altitude, la nature de sol, 1’age, le cycle végétatif d’une espece
donner, I’organe végétal étudier, la période de récolte, ce sont tous des
caractéristiques déterminant la composition et le rendement des huiles
essentielles [26-29]. Par exemple, les huiles essentielles de Calendula
arvensis de 1’ouest d’Algériec a montré que la teneur en sesquiterpénes
oxygénés (72%) a été plus élevée dans la zone littorale (faible altitude, climat
humide) que les huiles d’origine montagneuse (haute altitude, climat froid et
humide) qui ont été caractérisées par des teneur plus ¢élevées en
sesquiterpénes oxygénés (49.4%) et des teneurs plus faibles en sesquiterpénes

hydrocarbonés (26.1%) [7].

Certains chercheurs se sont préoccupés d’autres facteurs notamment la
méthode d’extraction ainsi que les caractéristiques physiques telles que le
PH, la température et la durée d’extraction [30]. D’autre part, la durée de
séchage et de stockage affecte beaucoup plus le rendement que la composition

chimique [31].

I.5. Effet de synergisme et d’antagonisme

Au cours des dix dernie¢res années, plusieurs études ont été¢ mené pour

expliquer la synergie d’action des composants des huiles essentielles sur les



différentes sortes de cellules végétales ou animal qui présente un obstacle
pour 1’application de ces huiles en pharmacologie et dans les essais cliniques

[32]

Les interactions entre les constituants des huiles essentielles peuvent
affecter leur activité. Par exemple, 1’activité des huiles essentielles de
Thymus vulgaris contre la souche Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa est due a la synergie entre les principaux composants comme le
carvacrol et le thymol [33]. Une autre interaction synergique a €été signalée
entre le carvacrol et son précurseur le p-cymeéne sur Bacillus cereus [34]. Des
effets antagonistes, ont été montrés sur 1’activité antibactérienne entre les
molécules actives et les composés non oxygénés, qui réduisent leur solubilité
et donc leur efficacité [35]. Cependant, la comparaison des performances de
chaque huile brute avec sa fraction hydrocarbonée isolée ou avec sa fraction
oxygénée permet la discussion la plus intéressante. L'huile essentielle de
Origanum vulgare contenant 67% de thymol et de carvacrol et environ 14% de
terpinéne, offre un exemple de synergie entre les composants de 1'huile
essentielle. Alors que sa fraction hydrocarbonée isolée n’offrait aucune
protection contre le saindoux et que la fraction oxygénée (contenant environ
94% de thymol+carvacrol) ne différait pas de celle du carvacrol ou du thymol
isolé, 1’ensemble de 1’huile protégeait le saindoux de 1’oxydation plus
efficacement que toute fraction ou composant utilis¢ seul a la méme
concentration [36]. L'interaction synergique signifie que 1’effet total du
mélange des produits chimiques pris ensemble est supérieur a la somme des
effets des composés individuels. Sachant qu’une interaction antagoniste
signifie que l'effet du mélange des produits chimiques est inférieur a la

somme des effets des composés individuels.

Différents aliments posseédent différents composés bioactifs aux
capacités antioxydantes variées. Lorsque les aliments sont consommés
ensemble, la capacité antioxydante totale des mélanges alimentaires peut étre
modifiée via des interactions synergiques, additives ou antagonistes entre ces
composants, qui peuvent a leur tour modifier leurs impacts physiologiques
[37]. De plus, plusieurs recherches ont é¢tudié¢ I’effet synergique des HEs avec

d’autres composants, particulierement des médicaments conventionnels.



Ces études restent plus ou moins bornées in vitro. Dans ce type des
recherches, il y a des difficultés reliées a la rationalisation des effets obtenus
car les HEs sont des mélanges de molécules complexes de structures
organiques trés variées. Malgré ces difficultés, ces ¢études sont tres
importantes et devraient encourager les études liées essentiellement aux effets
synergiques avec la chimiothérapie car ces mélanges peuvent étre des sources

attirantes de nouveaux agents antitumoraux [38].

I.6. Analyse des huiles essentielles.
I.6.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode analytique chromatographique efficace, qui
fournit d'excellentes séparations des mélanges quelque peu complexes dans un
laps de temps raisonnable s’applique aux composés gazeux ou susceptibles
d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition [39]. La CPG est
définitivement 1'outil de choix pour I'étude et le contrdle de la qualité des
huiles essentielles et des extraits des hydrolats. 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 [40]. Pour une colonne donnée, chaque
constituant est caractérisé par des indices calculés a partir d’une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température
constante (indice de Kovats) ou en programmation de température (indices de
rétention). Ces derniers demeurent constants dans la mesure ou la
programmation de température reste identique ; ils sont calculés sur colonne
polaire (IRp) et apolaire (IRa) et sont comparés a ceux d’échantillons
authentiques contenus dans une bibliothéque de référence propre au
laboratoire, dans des bibliothéques commerciales ou encore reportés dans la

littérature [41].

1.6.2 Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de
Masse (CPG-SM) :

Depuis les années 1950, cette méthode de couplage CPG-SM n’a cessé

d’évoluer et a trouvé de nombreuses applications dans les domaines de
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I’agroalimentaire, des produits pétroliers, parfumerie, cosmétique et

médecine.

L'objectif de cette méthode est de permettre 1'identification de divers
constituants d'un mélange complexe par spectrométrie de masse, ces divers
constituants étant séparés par chromatographie en phase gazeuse. CPG-SM est
en général une excellente technique pour fournir une identité. Cependant,
pour analyser les différents constituants des huiles essentielles ou des
fractions isolées de manicere efficace et précise, il est toujours nécessaire de
choisir soigneusement les colonnes, les conditions d'injection, les conditions
de température de la colonne, etc. La sélection des ions quantificateurs

affecte directement l'identification et la limite de détection [42].

I.7. Etudes statistiques

La composition chimique des huiles essentielles est caractérisée par une
grande variabilité en lien avec une série de facteurs notamment les facteurs
génétiques, le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la
période et la zone géographique de récolte ainsi que les paramétres
environnementaux tel que la température, 1’humidité, et [’altitude. Donc pour
expliquer cette variabilité, il est important de réaliser une étude statistique
des données qualitatives et/ou quantitative qui correspond aux pourcentages
normalisés et standardisés des constituants des matrices étudier. Pour ce
faire, deux outils sont habituellement utilisés ; 1’analyse en Composante

Principale (ACP) et la classification Ascendante Hiérarchique (CAH) [43].

L’analyse en Composante Principale (ACP) c’est une méthode descriptive
trés efficace pour [’analyse des données quantitatives sous la forme de
tableaux a M observations (individus) sur N variables (constituants). Dans
notre étude les individus sont les différentes stations de récolte alors que les

variables sont les pourcentages (%) des constituants des huiles essentielles.

La classification Ascendante Hiérarchique (CAH) fournit des données
sous forme d’un dendrogramme (arbre). La méthode utilisée est celle de Ward
de Clusteing Hiérarchique qui basé sur la distance euclidienne entre paires

d’échantillons d’huile essentielle. Elle permet de regrouper les individus en
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classe homogene en fonction de 1’étude de certaines caractéristiques de ces

individus.
1.8. Activités biologiques des huiles essentielles

1.8.1. Activités antioxydantes

Les espeéces réactives oxygénées et azoté ERO/ERN tel que les radicaux
libres sont produits en continus dans le corps humain qui sont controlées par
les enzymes antioxydants endogénes. Dans le cas ou il y a un excés de ces
especes, suite a une exposition a des substances oxydantes externes ou un
déséquilibre dans les mécanismes de défense et/ou une diminution du taux
d’antioxydant dans 1’organisme, ces espéces sont capable de réagir et altérer
diverses biomolécules comme 1’ADN, les acides polyinsaturé, les protéines,
les lipides, ainsi que sur le systéme immunitaire ce qui donne lieu au stress
oxydatif. Celui-ci est impliqué dans certaines pathologies comme le cancer, le
diabete, le vieillissement, la maladie d’Alzheimer, de Parkinson et plusieurs
d’autres maladies [44,45]. Dans ce cas-la, un apport d’antioxydants externe est
indispensable pour rétablir 1’équilibre entre les radicaux libre et les

antioxydants de 1’organisme.

Par définition, un antioxydant est toutes molécules endogéne ou
exogene présente en faible concentration par rapport au substrat oxydable, qui
est capable de prévenir, de ralentir ou d’empécher 1’oxydation et la
destruction des substrats biologiques [46]. Les antioxydants réagissent avec
les radicaux libres et les rendent bénigne par conséquent protéger 1’organisme
contre les effets de stresse oxydatifs et réguler 1’équilibre redox cellulaire.
Selon leur mécanisme d’action, les systémes de lutte contre les radicaux libre
sont classés en deux groupes ; le 1ér dit primaire dont I’inhibition se fait par
la libération d’atome d’hydrogéne ou bien par transfére d’un ou plusieurs
¢lectrons. Le deuxieme est dit secondaire ou préventif, d’ou 1’antioxydant
inhibe [’oxydation des lipides par divers mécanisme incluant des
désactivateurs de 1’oxygeéne singlet, des piégeurs de la molécule d’oxygene,

inhibiteurs des enzymes.... [47-49].

Certains antioxydants sont a la fois produits en faibles quantités par

I’organisme et apportés par [’alimentation telle que la cystéine et la
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Coenzyme Q10 [50]. En revanche notre régime alimentaire joue également un
role primordial dans la prévention contre ces pathologies néfastes provenant
des especes radicalaires dont 1’apport des antioxydants particuliecrement
d’origine naturel tel que les polyphénols (acides phénolique, flavonoides), les
vitamines (vitamine A, B et C), et les oligoéléments (cuivre, manganese, et le
zinc) vont jouer un rdole alternatif des antioxydants endogénes. A cet effet, les
¢tudes canalisées sur 1’effet antioxydant des plantes sont actuellement

devenues un axe de recherche promoteur.

Dans le méme axe, l’intérét porté sur les antioxydants naturels est en
accroissement, leur utilisation dans les aliments et les préparations
pharmaceutiques représentent une alternative aux antioxydants synthétiques
qui montrent des effets nocifs sur la santé de 1’homme en causant des
maladies dangereuses. A titre indicatif, les antioxydants synthétiques comme
I’hydroxytoluéne butylé (BHT) et 1’hydroxyanisolebutylé¢ (BHA) sont des
composés assez volatils et se décomposent rapidement sous 1’effet de la
chaleur, de plus ils sont strictement liés a une série de problémes soit aux
niveaux de leur métabolisme ou leur accumulation dans le corps. Ils sont

suspectés également a long terme d’effets mutagénes et cancérigeénes [1,50-52].

Certaines plantes médicinales, épices, et plus particuliérement les
huiles essentielles, ont ¢été signalées pour étre efficace et présentent un fort
pouvoir antiradicalaire. Ce pouvoir est en lien aux potentiels antioxydants de
leurs composants a arréter ou retarder 1’oxydation de la matiére organique.
Plusieurs composés actifs ont été isolés et estimés comme <¢&tant des
antioxydants, beaucoup plus les phénols. Ces molécules sont douées d’un
effet oxydoréduction ¢élevé, qui leur permet d’agir comme des agents
réducteurs, donneurs d’hydrogéne et des désactivateurs d’oxygeéne singlet

[53].

Ainsi, le thymol et le carvacrol, deux composés phénoliques dotés d’un
pouvoir antioxydants prouvés, et en raison de leur réactivité sur les radicaux
peroxyle, ils sont utilisés dans la lutte contre le processus de stress oxydant.
L’huile essentielle de T.vulgaris a exprimé une bonne efficacité a piéger le
radicale DPPH avec une ICso de 0.1 pg/ml, cette activité est due aux

proportions élevées en thymol et en carvacrol [54].
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I1 existe néanmoins des huiles non phénoliques qui révelent un
comportement antioxydant de certains composants tel que les alcools, les
cétones, les aldéhydes, les hydrocarbures, les éthers et des composés soufrés

[55,56].

I1 faut savoir que le pouvoir antioxydant d’une HE ne résulte pas
exclusivement aux composés majoritaires, mais il est également attribuable
aux d’autres composés minoritaires qui peuvent agissent de manicre
synergique ou antagoniste pour crée un systéme efficace contre les radicaux
libres [57]. A titre indicatif, 1’activité antioxydante de I’HE de A.millefolium a
¢té évaluer par la méthode de DPPH ou I'HE s’est révélée étre plus efficace
(ICs0=1.56 pg/ml) que celle de BHT (ICs50=19.30 pg/ml). Dans cette étude
I’activité antioxydant des composés majoritaires (1,8 cinéol, camphre, B-
pinéne, bornéol, trpinéne-4-ol et a-pinéne) ont été évalué¢ individuellement,
aucune activité n’a été détectée pour ces composés [58]. Cela veut dire, un
effet antioxydant synergique résulte entre ces composés majoritaires et

minoritaires.

Rappelons que les huiles essentielles sont également employées dans
I’industrie alimentaire afin d’améliorer le golt des aliments et grace aux
propriétés antioxydantes et antimicrobiens de certain de leur composant, ils
sont utilisés également en tant qu’agents de conservation. Selon 1’équipe du
Laboratoire de Recherche Sciences Appliquées a de 1’Alimentation (RESLA),
I’utilisation directe des HEs sur les aliments telle que la viande hachées,
légumes hachés, yaourts...ou la vaporisation sur la surface de [’aliment

(viande, poulet, fruits et légumes entier), les protege contre 1’oxydation.

De méme 1’industrielle alimentaire inclus des agents de conservation a
base d’huiles essentielles, citons 1’aditifs « DMC Base Natural », celui-ci
réunit 50% des huiles essentielles de romarin, de sauge, et d’agrumes et 50%

de glycérol [18,59].
1.8.2. Activités antimicrobiennes

Les médecins luttent contre les infections depuis la nuit des temps. Les

substances antimicrobiennes sont classées comme germicides pour leur
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capacité a détruire les microbes, tandis que d'autres sont antibactériens et

inhibent la croissance bactérienne.

Bien que la plupart des agents antimicrobiens fabriqués aujourd'hui
contiennent une variété de produits chimiques, les huiles essentielles
antimicrobiennes sont complétement naturelles. Certaines des huiles
essentielles antiseptiques les plus puissantes incluent 1'huile de lavande,
I'huile d'arbre a thé et 1'huile de clou de girofle. Il existe de nombreuses
fagons différentes de mélanger des huiles essentielles antiseptiques pour
améliorer l'efficacité, et il existe diverses méthodes pour les utiliser,
notamment les infuser dans de I'eau du bain, les appliquer sur des blessures

mineures ou les ajouter a des cataplasmes ou a des compresses.

Les huiles essentielles sont des agents antimicrobiens largement utilisé
dans 1’industrie pharmaceutique, cosmétique et dans la conservation des
aliments ; elles empéchent la croissance des moisissures, levures et des
bactéries. En effet elles agissent contre une large gamme de bactéries,

notamment celles qui développent des résistances aux antibiotiques [60].

En outre les HEs sont abondamment utilisés pour traiter certaines
affections y compris I’infection d’origine bactérienne ou virale, troubles
humoraux ou nerveux. En médecine dentaire, plusieurs HEs ont donné des
résultats cliniques trés satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire,
ainsi que dans le traitement et la prévention des caries [61]. L’activité
biologique d’une huile essentielle est par ailleurs variable d’une huile
essentielle a une autre. Elle est en dépendance a son profils chimique ainsi,
les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols,
composés terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre
les composants. Ainsi, la nature des structures chimiques qui la constituent,
mais aussi leurs proportions jouent un rdle déterminant. Il est cependant
probable que les composés minoritaires agissent de manicére synergique [33, 60,

62,63].

De nombreux travaux de recherche ont ¢été réalisé¢ sur 1’activité
microbienne des huiles essentielles et démontrer que cette activité est
directement liée aux composés terpénoides et les phénylpropanoides.

L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractere lipophile de leur
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squelette hydrocarbonée et du caractéere hydrophile de leurs groupements
fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les
hydrocarbonées [60]. Les HEs les plus ¢étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes appartiennent aux Labiatae: origan, thym, sauge, romarin,
clou de girofle sont d’autant de plantes aromatiques a HE riches en composes
phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et le carvacrol [33,64-66]. Ces
composes possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le
plus actif de tous, reconnu pour €tre non toxique, il est utilisé comme agent
de conservation et arome alimentaire dans les boissons, friandises et autres
préparations. Le thymol et 1’eugénol sont utilisés dans les produits
cosmétiques et, alimentaires. Ces composés ont un effet antimicrobien contre
un large spectre de bactéries : Escherichia coli, S. aureus, B. cereus, Listeria

monocytogenes, Clostridium spp, Helicobacter pylori [67,68].

Certaines ¢études ont montré que les HE brutes avaient une activité
antibactérienne supérieure a celle des composés majoritaires testés en
mélange ou séparément, ce qui suggere que les composants mineurs sont
essentiels a 1'activité et peuvent avoir un effet synergique ou potentialiser
I'influence [18, 62,69]. D’autre part 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles dépend également du type des microorganismes ciblés, elle est
variable d’une souche bactérienne a une autre. Elles peuvent étre bactéricides
c'est-a-dire tuée la bactérie ou bactériostatiques et juste arrétée la croissance

des bactéries [60].

De maniére générale, les bactéries a Gram positif sont plus sensibles
que les bactéries a Gram négatif. Cela est directement 1i¢ a la nature de la
paroi cellulaire des bactéries a Gram (-), qui est constituée principalement par
des lipopolysaccharides, limite la diffusion des composés hydrophobes et
¢vite ’accumulation des huiles essentielle [18]. Par exemple les deux
souches bactériennes P. aeruginosa et S. typhi a Gram (-) manifeste une trés
grande résistance aux agents antimicrobiens [70]. Quoiqu’ll existe quelques
exceptions, par référence la bactérie A. shydrophila a été décrites comme

particuliérement sensibles a [’action des huiles essentielles [71].
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/ Chapitre 11 \

Etude de la composition chimique des huiles
essentielles individuelles et des mélanges de

deux Lamiaceées et une Apiacee :

Salvia argentea, Satureja candidissima et

Ammoides verticilatta




II.1. Introduction

Le sol algérien est riche en plantes médicinales et aromatiques, il compte
environ 109 genres et plus de 408 espéces [72]. La famille des lamiacées et
des apiécées ont été utilisées dans le monde entier dans l'ethnomédecine, et
ils sont d’une importance horticole d’un point de vue économique. Non
seulement ils fournissent des produits culinaires, mais ces especes pourraient
¢galement ¢&tre une nouvelle source de métabolites secondaires

biologiquement actifs.

Dans cette premicre partie (A) nous présenterons successivement, 1°étude
bibliographique de deux (02) espéces de lamiacée et une apiécées puis 1'étude
de la composition chimique des huiles essentielles individuelles et des
mélanges croisés de Salvia argentea, Satureja candidissima et de Ammoides
verticillata. Il s’agit des plantes médicinal et aromatique poussant a 1’état
spontanée dans 1’ouest algériens et connus pour leurs vertus thérapeutiques
notamment leur utilisation dans des mélanges en infusion contre la grippe, le
rhume, les maux de téte, la fiévre, asthme, et les maladies broncho-
pulmonaires. De plus ils sont caractérisés par des odeurs caractéristiques qui

les rendent des condiments alimentaires spécifiques.
II.1.Ammoides verticillata
I1.1.1. Description botanique et travaux antérieurs

Le genre Ammoides regroupe 2 espeéces, Ammoides atiantica (Coss.et Dur.)
Wolf. (Plante bisannuelle); et Ammoides verticillata (Desf.) Briq (Plante
annuelle) [72,73]. Ammoides verticillata, également connue sous le nom de
Ammoides pusilla (Brot.) Breistr, Psychotis ammoides Koch, Ptychotis
verticillata, et Petroselium ammoides Rchb Fil [72, 74,75]; c’est une espéce
herbacée annuelle qui fait partie de la famille des apiacées, elle pousse
spontanément dans le nord de 1’Afrique (Maroc, Algérie, Tunisie et Egypte)
et de 1’Asie (Iraq, Iran, Inde, Pakistan et Afghanistan), On la trouve souvent
dans les champs, les pelouses, les montagnes et dans les foréts. Elle est
cultivée beaucoup plus en Inde et dans d’autres pays tel que 1'Egypte, 1’Iran,
Pakistan et Afghanistan [72, 73, 76,77]. Cette espéce est connue sous le nom

vernaculaire Noukha ou bien« nlinkha » dérive du nom perse «nankhah» (Nan
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et khah signifiant respectivement pain et gout) [76]. C’est une plante a souche
filiforme, et a tige trés ramifiée de 60-90 cm de haut [77], leurs feuilles
basales posseédent de nombreux segments verticillés (figure 2).
L’inflorescence de cette plante est ombelliforme a fleurs blanches [78].
Elle est fortement aromatique d’odeurs trés agréable, intense et diffusible,
balsamique et persistante [73]. Sa floraison s’étant du mois de mai jusqu’au
mois de juillet [78]. Les fruits ont la méme forme et taille de ceux du persil

[77].

Figure 2. Ammoides verticillata

Ammoides verticillata est une plante aromatique et médicinale largement
employée en médecine traditionnelle algérienne et en particulier dans 1’ouest
Algérien pour traiter certaines maladies. Grace a son ardome fort, elle est
utilisée comme condiment alimentaire (pain, réti, soupe et légumes) [73]. 1l
est a noter que les feuilles et les fleurs sont particulierement trés utilisées
dans la préparation de la soupe aux escargots [79]. Ces fruits séchés sont
utilisés comme ¢épice. En outre, la partie arienne est employée comme
conservateur alimentaire spécialement pour la conservation des olives [80].

Une enquéte réalisée par Bekhechi et al en 2002 auprés des herboristes et
des gens de la campagne de la région de Tlemcen a montré que cette plante
présente des propriétés culinaires et surtout thérapeutiques [80]. Les feuilles
et les fleurs sont utilisées en infusion contre 1’irritation thermique, Abcés et
furoncle, alors que les racines sont utilisées en décoction pour guérir la
diarrhée et comme diurétique. La plante entiére est trés utilisée en infusion
pour guérir les maux de téte, la fievre, la grippe, le rhume, les maladies
broncho-pulmonaires, [’asthme, la sinusite, migraine et les infections rénales.
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II1.1.2. Lieux de récolte et rendements

Les échantillons de A. verticillata ont été prélevés dans 8 stations de la
région de Tlemcen et de Ain-Temouchent, réparties en deux zones
principales. La premic¢re zone correspond aux lieux de récolte de Ain-
Temouchent avec des altitudes qui varient entre 185 a 250 m (S1-S4). La
deuxiéme zone correspond aux lieux de récolte montagneuse avec des
altitudes allant de 835 a 1125 m, climats humides et plus froids (S5-S8).
Certaines informations concernant les lieux de récolte sont présentées dans le

(Tableau 1).

Les résultats ont montré que les rendements en huiles essentielles varient
selon la provenance, allant de 2.1% a 3.1% (Tableau 1). Le rendement le plus
¢levé (3.1%) a été observé dans la région de Lalla Setti (S8) (une région
humide située a 1000 m d'altitude), tandis que le plus faible (2.1%) a été
observé dans la région de Beni-Saf (S4) (une région humide située a 185 m

d'altitude).

Tableau 1. Répartition géographique et climatologique des huit

échantillons de A. verticillata

Zones Echantillons Régions Rendements Altitudes Climats
B S1 Ain-Temouchent 2.3 250 -
9 S2 Sidi Safi 1 2.8 220 g
2 S3 Sidi Safi 2 2.2 220 %
S4 Beni Saf 2.1 185
S5 Zarifet 3.2 835 = T
~ - =<
o S6 Ain fettouh 2.9 1125 o ?
E S7 Mafrouche (terny) 2.8 1100 o e
S8 Lalla Setti 3.1 1000 @ 2

Sur la base de la différence entre les rendements en huiles essentielles,

les 8 sites ont été classés en deux ordres.

Ordre 1 : Rendements en huiles essentielles plus faible (S1 a S4) dans les

régions a faibles altitudes et un climat humide.

Ordre 2 : Rendement en huiles essentielles plus élevé (S5-S8) dans les

régions a hautes altitudes et un climat humide et plus frais.
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En comparant nos résultats avec ceux rapporté dans la littérature, nous
remarquons que les rendements de nos huiles sont comparables a ceux
rapportés précédemment [81, 82,9]. Néanmoins ces rendements restent moins
faibles en comparaison avec I’HE de A. verticillata de la région d’Oran
(4.97%) [79].

D’aprés nos résultats, nous remarquons que la différence d'altitude avait
un effet sur les rendements des huiles essentielles. A cet effet, la culture de
A. verticillata dans des sites a basse altitude et de climat humide semble étre

appropriée pour 1’obtention de rendement optimaux en HE (Tableau 1).

I1.1.3. Composition chimique de 1’huile essentielle de A. verticillata des
différentes stations

Les huiles essentielles de A. verticillata obtenues a partir des parties
aériennes ont été étudiées par CPG-IR et CPG/SM. L'analyse des huiles
essentielles a permis l'identification de 12 composés (Tableau 2). Le profil
chromatographique a montré que [’huile essentielle obtenue a partir des
parties aériennes a ¢été constituée majoritairement par des monoterpenes
hydrocarbonés (38.3-64.1%) et des monoterpeénes oxygénés (34.0-54.7%).

Bien que le profil chimique de 1’huile essentielle de A. verticillata a été
similaire dans les différentes stations, il y avait des différences dans le
pourcentage d'abondance normalisé de leurs composants principaux. Une
analyse en composantes principales (ACP) et une analyse en grappes (AC;
dendrogrammes) ont été appliquées pour identifier les relations possibles
entre la composition des huiles essentielles et les facteurs environnementaux,

en particulier les origines géographiques des échantillons.

Biplot (axes F1 et F2 : 87,09 %)

v-Terpinene

3
2 1 o S6
X Limone S5
~ 1 . 1 S5
e P r@ymene ¢ Thymol
~ ST * S7

-1

Carvacrol
2 S3 1 ® s8
-3
4 -3 2 1 3 4 5

0 1
F1 (66,02 %)

Figure 3 : Analyse en composantes principales (ACP) de la
composition chimique de A. verticillata. S: Stations.
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Les données présentées dans les figures 3 et 4 ont été obtenues a partir
de la matrice de corrélation et de la matrice standardisée liant les

compositions des huiles essentielles aux emplacements des échantillons.

Dendrogramme
90
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70 +
w 60 +
=
=
& 50 +
.g 40 4
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o 39 L
20 | ]
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0
v [9e) o - ~ > w o
w2 7] w w2 [75] W w w2

Figure 4 : Classification hiérarchique ascendante (CHA) : échantillons

des huiles essentielles de A. verticillata de la région de Tlemcen.

Tableau 2. Variabilité chimique de A. verticillata

No.* Compounds IRL® RI:® RI¢ S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Identification®

1 o-Thujéne 932 925 1012 - - - - 03 04 11 038 RI, MS
2 o-Pinene 931 932 1023 06 08 01 05 07 08 02 0.1 RI, MS
3 Sabinene 964 966 1118 01 02 06 tr 02 01 tr 03 RI, MS
4  Myrcene 976 982 1159 05 07 12 06 07 41 65 8.1 RI, MS
5  p-Cymene 1010 1012 1259 252 192 221 175 195 175 125 135 RI, MS
6 Limonene 1020 1021 1195 281 193 165 21.5 193 125 104 95 RI, MS
7  y-Terpinene 1047 1049 1237 9.6 11.1 86 105 11.1 131 95 6.5 RI, MS
8 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 08 11 21 06 08 05 08 1.2 RI, MS
9  Thymol 1266 1269 2189 tr tr tr 0.1 282 325 453 403 RI, MS
10 Carvacrol 1282 1278 2220 332 443 46.2 465 131 95 86 125 RI, MS
11  a-Humulene 1456 1456 1665 01 01 06 02 02 01 tr 05 RI, MS
12 y-Muurolene 1471 1469 1679 02 t 01 03 tr 01 02 0.1 RI, MS
Identification % 98.4 96.8 98.1 983 94.1 91.2 951 93.4
Monoterpénes hydrocarbonés 64.1 51.3 49.1 50.6 51.8 485 40.2 388
Monoterpénes oxygénés 340 454 483 472 4211 425 547 54.0
Sesquiterpenes hydrocarbonés 03 01 07 05 02 02 02 06

4 L'ordre de 1’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). PIndices de rétention de la littérature sur la colonne
apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll. ¢Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1 (RIa).d Indices de
rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp).® RI: Indices de rétention; SM : Spectrométrie de Masse en mode impact
¢électronique.

21



Le dendrogramme et le graphique établis a 1'aide des deux premiers axes
suggérent qu'il existe deux groupes principaux des huiles de A. verticillata
(Fig. 3 et Fig. 4). Un groupe comprenant les échantillons des huiles de la
zone 1 (Groupe 1) (S1-S4) et un groupe comprenant les échantillons de la
zone 2 (groupe 2) (S5-S8). Le groupe 1 a montré des pourcentages différents
de leurs composantes, ou le carvacrol (isomére du thymol) a été le plus
abondant (33.2-46.5%). D'autre part, le groupe II a montré que le thymol

avait une abondance qui varie de 28.2 a 45.3% (Tableau 2).

Il ressort de cette étude que le carvacrol est plus abondant dans I'huile
essentielle de A. verticillata dans les régions a faibles altitudes et un climat
humide, alors que le thymol est le constituant le plus abondantdans dans les
régions a hautes altitudes et un climat humide et plus frais. Les deux

chémotypes sont représentés dans la figure 5.

( N\

OH

OH

Carvacrol Thymol
.

Figure 5 : Structure chimique des deux chémotypes de A. verticillata

Les différences observées dans la composition chimique de nos huiles
essentielles peuvent étre dues a des facteurs écologiques ou a de nombreux
autres facteurs comme le type de sol, le stress hydrique et les conditions
climatiques. Plusieurs facteurs comme, la situation géographique, l'espéce et
I'age de la plante sont responsables de la variation de la composition
chimique des huiles essentielles et du changement des types et des quantités
des constituants majeurs. Ainsi, la méme espéce/variété est capable de

produire des huiles essentielles de compositions différentes [27].
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11.2. Salvia argentea

I1.2.1. Description botanique et travaux antérieurs

Le genre Salvia est 1'une des herbes les plus célébres et les plus utilisées
au monde avec un nombre d'espéces compris entre 700 et prés de 1000
arbustes ou herbacées identifiées a travers le monde. Il existe cinq principales
régions de rayonnement de Salvia: 1’Amérique centrale, I’Amérique du Sud,
avec environ 500 especes; Asie centrale et la Méditerranée avec environ 250
especes et 1’Asie orientale avec environ 90 espéces [83]. Le nom Salvia vient
du mot latin "Salvare" (signifie : Guérir), qui veut dire sauver, également
appelé «Sauga et Sauge» en frangais puis devenu Sage en lien avec ces

précieuses propriétés médicinales [84,85].

La flore Algérienne, compte (23) vingt-trois especes et sous-especes de ce
genre y compris Salvia argentea L., (syn:S. tmolea Boiss.) [72]. La Sauge
argentée, est une plante herbacée, bisannuelle de la famille des lamiacées, de
nom vernaculaire Ferrache-Enneda, elle est originaire de la région
méditerranéenne, située au nord-ouest de 1’Afrique (Maroc, nord de 1’Algérie,
Tunisie), le sud d’Europe (Espagne, Portugal, sud d’Italie, Sicile, Malte,
Albanie, Bulgarie, Slovénie, Croatie, Bosnie, Kosovo, Monténégro, Serbie,

Macédoine et Grece) et l'extréme ouest de 1'Asie (Turquie) [86].

La Sauge argentée (Figure 6) a une large étendue de feuilles basales
mesurant 1 m de large et 30 & 60 cm de hauteur. Les feuilles individuelles
mesurent 20 a 30 cm de long et 15 cm de large. Les deux surfaces des feuilles
sont fortement couvertes de poils soyeux qui lui donnent un aspect laineux
[86]. Les feuilles sont douces au toucher, devenant d'abord un blanc argenté
distinctif, puis virant au vert-gris aprés la floraison. Le temps frais en
automne rend les feuilles argentées a nouveau [87]. Elle se trouve
fréquemment dans les régions tempérées, souvent dans les prairies

caillouteuses, les basaltes, les sols volcaniques et les falaises rocheuses [86].
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Figure 6: Salvia argentéa «Ferrache-Enneda» [88]
I1.2.2. Travaux antérieurs

Le genre Salvia comprend des espéces précieuses utilisées dans les
préparations culinaires, la phytothérapie et 1'aromathérapie. Les huiles
essentielles et les extraits de ces espeéces posseédent d'importantes propriétés
biologiques notamment les activités antimicrobiennes, antioxydantes,

antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses [88-96].

La sauge est employée fréquemment dans des mélanges de tisanes,
recommandée pour les patients tuberculeux, en particulier pour le traitement
de la bronchite aigué et chronique, et vu leurs activités antimicrobiennes et
astringentes, ces extraits entrent souvent dans la constitution des dentifrices
[96]. Plusieurs propriétés biologiques ont ¢été attribuées a 1’espeéce de
S. argentea., Une bonne activité antioxydante a été démontrée a partir des
extraits aqueux et méthanoliques [97-100]. De plus, cette espeéce est douée de
nombreuses autres activités biologiques a savoir antimicrobiennes, anti-

inflammatoires et larvicides [88,99-101].
I1.2.3. Lieux de récolte et rendements

Les échantillons de S. argentea ont été prélevés dans 6 stations de la
région de Ain-Temouchent et Sidi Belabbes. Les résultats ont montré que les
rendements en huiles essentielles des racines varient selon la provenance,
allant de 0.06 a 0.09% (Tableau 3). Les rendements le plus ¢élevés (0.08-
0.09%) ont été observés dans les régions a basse altitude (535-544 m), tandis
que les plus faibles (0.06%) ont été observés a haute altitude (820-891 m).
L'hydrodistillation des racines de S. argentea a donné une huile rougeatre. Au
total, 26 composés ont été identifiés, représentant 91,1% de la composition

totale de 1'huile.
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Tableau 3. Répartition géographique des échantillons de S. argentea

Echantillo Régions Rendements Altitudes

ns

S1 Sidi Belabbes (Tanezera) I 0.07 764
S2 Sidi Belabbes (Tanezera) II 0.06 891
S3 Ain Temouchent (Aghlal) I 0.09 535
S4 Ain Temouchent (Aghlal) II 0.08 544
S5 Sidi Belabbes (Sidi Ali Benyoub) I 0.06 820
S6 Sidi Belabbes (Sidi Ali Benyoub) II 0.06 852

I11.2.3. Composition chimique de I’huile essentielle de S. argentea

Les huiles essentielles extraites des parties aériennes et des racines de la
plante étudiée ont été analysées par CPG et CPG/SM. Tous les composants
ont ¢été identifiés en comparant leurs indices de rétention avec ceux de la
bibliothéque «Ardmes» produite au laboratoire de Corse (Tableau 4).

L’analyse par CPG et CPG/SM de I'huile essentielle des parties aériennes
de S. argentea a permis l'identification de 19 constituants représentant 90.8%
de I’huile essentielle totale (Tableau 4). L'huile a été constituée pratiquement
par des composés sesquiterpéniques (86.8%).

Les principaux composants sesquiterpéniques oxygénés (74.7%) ont été
caractérisés par le germacréene D-4-ol (29.3%), t-muurolol (18.1%) et le 1-
cadinol (13.2%) (Figure 7). Alors que les sesquiterpénes hydrocarbonés
(12.1%) ont été représentés par le y-cadinene (6.5%), germacrene D (1.8%),

bicyclogermacrene (1.8%) et a-muurolene (1.5 %) (Tableau 4).

( )
\_/
=H
OH < N O
HO H™ H oW
Germacrene D-4-Ol t-Muurolol t-Cadinol
(29.3%) (18.1%) (13.2%)

J

Figure 7: Structures chimiques des composés majoritaires des parties

aériennes de 1’huile essentielle de S. argentea
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Les composants, énumérés dans le tableau 4 en fonction de leurs indices
de rétention (IR), ont été divisés en six classes sur la base de leurs structures
chimiques. En général, 1'huile essentielle des racines a ¢été composée
principalement par les diterpénes oxygénés (48,3%) et des monoterpenes
oxygénés (28.4%), tandis que les diterpénes hydrocarbonés (14.4%) ont été
présents en quantités appréciables (10.9%) (Tableau 4).

Table 4. Composition chimique de 1’huile essentielle de S. argentea

No.? Composés IRI.® RI.° RI,¢ P. aériennes Racines Identification®
1  o-Pinéne 931 932 1023 - tr IR,SM
2  Camphéne 943 944 1066 - 0,1 IR,SM
3  Sabinéne 964 966 1118 - 0,1 IR,SM
4  B-Pinéne 970 972 1108 - tr IR,SM
5 Limonéne 1020 1021 1195 - 0,1 IR,SM
6 Linalool 1078 1075 1280 0,2 3,1 IR,SM
7  Menthone 1134 1135 1456 - 4,5 IR,SM
8 Bornéol 1148 1150 1690 - 1,8 IR,SM
9 a-Terpinéol 1179 1177 1688 - 0,5 IR,SM
10 Pulegone 1213 1216 1640 1,2 17,9 IR,SM
11 Thymol 1266 1259 1648 0,3 - IR,SM
12 Piperitenone 1315 1313 1900 - 0,5 IR,SM
13 Piperitenone oxyde 1333 1335 1945 - 0,1 IR,SM
14 a-Copacne 1379 1366 1985 0,3 - IR,SM

Trans-3-isopropyl-2-(3-
15 methylcyclopent-2-enyle) 1394 1379 2007 2,3 - IR,SM

tetrahydro furan
16 E-B-Caryophyllene 1424 1418 1583 0,4 0,6 IR,SM
17 Cis-muurola-4(14),5-diene 1455 1450 2112 0,5 - IR,SM
18 Germacrene D 1480 1474 1692 1,8 0,3 IR,SM
19 Bicyclogermacrene 1494 1485 1725 1,8 - IR,SM
20 a-Muurolene 1496 1492 1709 1,5 0,4 IR,SM
21 Cubebol 1509 1502 1823 6,1 - IR,SM
22 y-Cadinene 1507 1506 1750 6,5 0,3 IR,SM
23 trans-Calamenene 1512 1510 1810 0,8 tr IR,SM
24  Spathulenol 1564 1568 2103 - 0,4 IR,SM
25 Germacrene D-4-o0l 1573 1566 2156 29,3 - IR,SM
26 Caryophyllene-oxide 1578 1580 1980 - 0,3 IR,SM
27 Veridiflorol 1591 1579 2144 3.8 - IR,SM
28 Epi cubenol 1624 1597 2563 0,8 - IR,SM
29 t-Cadinol 1627 1627 2111 13,2 - IR,SM
30 t-Muurolol 1634 1641 2158 18,1 - IR,SM
31 14-Hydroxy-d-cadinene 1789 1780 2530 1,9 0,9 IR,SM
32 Abitatriene 2049 2049 2495 - 10,9 IR,SM
33 (Z)-Phytol 2076 2080 2574 - 1,5 IR,SM
34 (E)-Phytol 2103 2107 2615 - 13,5 IR,SM
35 6,7 Dihydro ferruginol 2208 2207 - - 11,3 IR, SM
36 cis-Ferruginol 2286 2283 - - 2,5 IR,SM
37 Ferruginol 2330 2329 2882 - 19,5 IR,SM

Identification % 90,8 91,1

Monoterpeénes hydrocarbonés - 0,3

Sesquiterpénes hydrocarbonés 12.1 1,6

Monoterpéne oxygénés 4.0 28,4

Sesquiterpénes oxygénés 74.7 1,6

Diterpénes hydrocarbonés - 10,9
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Diterpenes oxygénés - 48,3

@ L'ordre de I’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). *Indices de rétention de la littérature sur la colonne
apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll. °Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1 (Rla).® Indices de
rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp).° RI: Indices de rétention; SM : Spectrométrie de Masse en mode
impact électronique.Réf:: Composés identifiés a 1’aide de données de la littérature reportés par Joulain et al.,
2001 [37].

Les sesquiterpénes hydrocarbonés (1.6%) et sesquiterpénes oxygénés
(1.6%) ont été présents en trés faible quantité dans 1’huile essentielle des
racines. Le ferruginol (19,5%), le pulegone (17,9%), (E)-phytol (13,5%), 6,7
dihydro ferruginol (11,3%) et 1’abitatriéne (10,9%) ont été les principaux
composants de l'huile essentielle de S. argentea, suivie de menthone (4.5%),

linalol (3.1%) et le cis-ferruginol (2.5%) (Figure8) (Tableau 4).

s

OH

Ferruginol Pulegone (E)-Phytol 6,7 Dihydroferruginol
(19,5%)  (17,9%) (13,5%) (11,3%)

Figure 8: Structures chimiques des composés majoritaires des racines de

1’huile essentielle de S. argentea

Plusieurs études ont été publiées sur la composition chimique de I'HE des
parties aériennes de S. argentea cultivée au Maroc, Serbie, Macédoine,
Tunisie et en Italie, mais a notre connaissance, aucune ¢tude n'a été portée
sur 1’espéce Algérienne. Le composé majoritaire de 1'huile Macédonienne a
¢té l'oxyde de caryophyllene (37,6%), suivi de 1'a-copacne (8,5%), 1'époxyde
d'humuleéne II (6,3) et le B-caryophylléne (6,1%) [102]. L'huile de Serbie a
¢té caractérisée par une teneur élevée en composés sesquiterpéniques, tel que
le viridiflorol (32,4%), le manool (14,6%), I’a-humuléne (10,7%) et B-thujone
(7,3%) [103]. Alors que le profil chimique des deux populations tunisiennes
é¢té similaire a celui de la Serbie [99]. Bien qu’ils soient plus riches en
hydrocarbures monoterpénes (14,5% et 13,5%), les principaux constituants
ont été le viridiflorol (26,9% et 18,7%), le manool (6,1% et 13,6%), 1’a-
thujone (7,3% et 8,1%) et oa-humuléne (4,1% et 5,3%). Par contre,
I’¢échantillon d’huile obtenu a partir de S. argentea du Maroc [104] a été

caractérisé par le camphre (45,1%), le camphéne (19,4%), "a-pinene (9,3%),
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le bornéol (8.8%) et 1’a-thuyone (7.5%). Le profil chimique de la partie
aérienne (fleurs, feuilles et tiges) de 1'huile essentielle de S. argentea de
I’Italie s'est révélée étre différent de la composition des autres régions
é¢tudiées jusqu'a présent. Cette huile a été caractérisée par la dominance du
14-hydroxy-a-humuléne (40,1%), suivi par le 1,3,8-p-menthatriéne (12,1%),
le globulol (7,4%) et le B-sesquiphellandrene (5,8%) [86].

I1.3. Satureja candidissima (Munby.) Brigq.

I1.3.1. Description botanique et Travaux antérieurs :

Le genre Satureja (sarriette) de la famille des lamiacées, comprend prés
de 200 espéces d’herbes et d’arbustes, qui sont distribuées beaucoup plus
dans les régions méditerranéennes, sud-ouest de 1’Asie et d’Amérique
nordique [105]. La sarriette est caractérisée par des parties aériennes ayant une
odeur et un gofit spécifique, de ce fait ces especes sont utilisées a des fins
culinaires [106]. Les espéces de cette famille peuvent étre également utilisées
comme des plantes ornementales d’ou le non «satureja» vient du mot latin
«satura» pot a fleur ou bien «saturare» c'est-a-dire nourrir [107].

Satureja candidissima ou bien Calamintha candidissima (Melissa
candidissima) est une plante médicinale et culinaire de la famille des
Lamiacée, de nom vernaculaire arabe «Nabta elbida» ou bien «Zaater
cheleuh». L’espéce est originaire de 1’Algérie, elle se trouve entre les
lauriers-roses et les pelouses rocailleuses, elle pousse spontanément a Oran et
ses environs [1]. Ainsi dans la région de Ain-Temouchent a Sidi-Safi (lieu de
récolte). S. candidissima est caractérisée par des feuilles ovales, couvertes
sauf dans I’inflorescence d’un épais tomenteux velouté blanchatre, avec des
fleurs de couleur rossée de 8-12 mm de long [72] (figure 9). S. candidissima
est une plante aromatique d’une odeur agréable trés marqué, douce et

balsamique.

Figure 9 : Satureja candidissima «Nabta elbida»
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L’enquéte ethnobotanique réalisée sur cette espeéce montre que la
population locale utilise cette plante en infusion contre la grippe, les
problémes du tube digestif, ainsi comme pansement pour les brilures et les
plaies. Elle est également utilisée en cuisine comme condiment alimentaire ou
bien pour préparer un plat traditionnel de la région, nommé «RFISS» [108],
ce dernier peut €tre aussi préparé on additionnant d’autres espéces telles que

S. calamintha nepta et Mentha pulegium.

Des travaux antérieurs réalisés sur le contenu phytochimique des huiles
essentielles des especes de Saturja d’origine algérienne ont montré la
pulegone (Blida,Tlemcen), menthone (Jijel) et I’oxyde de Piperitone (Annaba)
comme composants majoritaires [109,73,110,111]. D’autre part, le contenu
phytochimique de 1'huile essenticlle de Saturja des autres origines tel que S.
spinosa de Turquie a été caractérisée par la présence du linalol [112]. S.
calamintha subsp nepta du Portugal a montré que l'isomenthone, le 1,8-

cinéole et le trans-isopulégone ont été les principaux composés [113].

La composition chimique de I’HE de S. calamintha (L) Scheele du Maroc
a été caractérisée par la prédominance de thymol (34.9%), p-cymene (20.9%),
de y-terpinéne (18.7%), tans dis que 1’huile essentielle de S. alpina a été
dominée par la présence de pulegone (25.1%), carvone (18%) et 1’acétate de

thymol (15.3%) [114].

L’examen de la composition chimique des 40 échantillons de 1’huile de S.
calamintha poussant a 1’état sauvage en Corse, a permis de déterminer
I'existence de trois chémotypes. La moiti¢ des échantillons a été caractérisée
par la dominance de menthone et pulegone, tandis que le reste des
¢chantillons a été représenté par le pipéritone et l'oxyde de pipéritenone,

comme composant majoritaires [115].

Un seul travail rapporte la composition chimique de 1’huile essentielle de
S. candidissima originaire de Ain-Temouchent dans laquelle 12 composés ont
¢té identifiés avec la pulegone (47.62%), menthone (24.50%), terpinen-4-ol
(11.63%) et I’isomenthol (2.80%) comme principaux composants [108].
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I1.3.2. Lieux de récolte et rendements
Les échantillons de S. candidissima ont été prélevés dans la région de
Sidi Safi (Ain-Temouchent). Les résultats montrent que les rendements en

huile essentielle varient de 1.5 a 1.6%. Ce rendement est supérieur a celui

donné par A. Attou en 2018[108].

11.3.3. Composition chimique de I’huile essentielle de S. candidissima

Les analyses CPG-IR et CPG-SM de I’huile de S. candidissima a permis
d'identifier 18 composés représentant 90,6% de [’huile totale. Tous les
composants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention
(IR) et des spectres de masse (MS) avec ceux de la bibliothéque « Aromes »,

propre au laboratoire de Corse (voir Tableau 5).

L’huile essentielle des parties aériennes de S. candidissima a indiqué une
prédominance en monoterpénes oxygénés (85.6%) suivie par une faible
quantité de monoterpénes hydrocarbonés (3.8%) et des sesquiterpénes
hydrocarbonés (3.2%). Les principaux composants de cette huile essentielle
ont été la pulegone (70,4%), menthol (5,2%) et l'iso-menthone (4,5%) (Figure
10) (Tableau 5).

<

OH

>.....

Pulegone (70.4%) Menthol (5.2%) Isomenthone (4.5%)

Figure 10: Structures chimiques des composés majoritaires des parties

aériennes de 1’huile essentielle de S. candidissima
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Tableau 5. Composition chimique de I’huile essentielle de S. candidissima

No.* Composés IRI.Y RI.°¢ RI,¢ S. candidissima Identification®
1 a-Pinéne 931 932 1023 0,8 RI, MS
2  Camphéne 943 944 1066 0,9 RI, MS
3 Sabinéne 964 966 1118 0,3 RI, MS
4  B-Pinéne 970 972 1108 0,6 RI, MS
5 (Z)-B-Ocimene 1024 1025 1225 1,1 RI, MS
6 (E)-B-Ocimeéne 1034 1036 1241 0,1 RI, MS
7  Iso-Menthone 1143 1142 1490 4,5 RI, MS
8 Neo-Menthol 1156 1157 1637 0,6 RI, MS
9  Terpinéne-4-ol 1161 1162 1583 2,3 RI, MS
10  Menthol 1164 1163 1629 5,2 RI, MS
11 Iso-Menthol 1174 1173 1660 0,1 RI, MS
12 Pulégone 1213 1216 1640 70,4 RI, MS
13 Piperitenoneoxide 1333 1335 1945 2,5 RI, MS
14 E-B-Caryophyllene 1424 1418 1583 1,5 RI, MS
15 oa-Humuléne 1456 1456 1665 0,1 RI, MS
16 y-Muurolene 1471 1469 1679 0,8 RI, MS
17 Germacrene D 1480 1474 1692 0,5 RI, MS
18 a-Muurolene 1496 1492 1709 0,3 RI, MS
Identification % 92,6
Monoterpéne hydrocarbonés 3,8
Sesquiterpénes hydrocarbonés 3,2
Monoterpénes oxygénés 85,6

2 L'ordre de I’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). *Indices de rétention de la littérature sur la colonne

apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll. *Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1 (RIa).d Indices de
rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp).© RI: Indices de rétention;SM : Spectrométrie de Masse en mode
impact électronique. Réf: Composés identifiés a 1’aide de données de la littérature reportés par Joulain et al.,
2001 [37]

Discussion

Bien que de nombreuses études phytochimiques rapportent la composition
chimique de I’huile essentielle de S. argentea, aucune étude n'a été effectuée
jusqu’a ce jour a fortiori sur [’huile essentielle des racines. Nous avons
identifi¢ 19 et 26 constituants représentant, respectivement 90.8% et 91.1%
de la composition chimique de [’huile essentielle des parties aériennes et des
racines. La composition chimique de [’huile essentielle des parties aériennes
a ¢été largement dominée par la fraction des sesquiterpénes oxygénées

représentant 74.7% de 1’huile essentielle. Cette huile constitue une bonne
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source de composants sesquiterpéniques oxygénés tels que le germacrene D-4-
ol, T-muurolol et le t-cadinol. La présence des diterpénes oxygénés tels que le
ferruginol, le dihydro ferruginol, le cis-ferruginol et 1’abitatriéne a des
proportions importantes est tout a fait remarquable dans les huiles
essentielles des racines. Il est a noter que ces composés sont doués d’un
spectre d’activité biologique important notamment une forte activité
antioxydante [117,118] et sont carrément absent dans 1’huile des parties
aérienne. En revanche une seule étude phytochimique a été réalisé sur
I’extrait métanolique des racines de salvia argentéa et a révélé la présence
des diterpénes comme le ferruginol [119]. La composition chimique de I'huile
essentielle de S. argentea collectée en Algérie s'est révélée tres différente de
la composition des huiles des autres populations étudiées jusqu'a présent. Les
¢tudes précédentes ont montré que les huiles essentielles obtenues a partir de
S. argentea du Maroc ont été caractérisées par le camphre (45,1%) et le
camphéne (19,4%) [104].

D'autre part, la composition chimique des huiles essentielles de S.
argentea de différentes régions comme la Macédoine, la Tunisie, la Serbie et
I’Italie ont été caractérisée respectivement par l'oxyde de caryphylléne
(37,6%), l'a-copac¢ne (8,5%), 1'époxyde d'humuléne II (6,3%) et le PB-
caryophylléne (6,1%) [102]; le viridiflorol (18,7-26,9%), le manool (6,1-
13,6%) et a-thujone (7,3-8,1%) [99]; le viridiflorol (32,4%), le manool
(14,6%) et I’a-humuléne (10,7%) [103]; le 14-hydroxy-a-humuléne (40,1%),
1, 3,8-p-menthatriéene (12,1%), le globulol (7,4%) et le B-sesquiphellandréne
(5,8%) [86]. Par rapport aux études rapportées précédemment dans la
littérature, la composition chimique de I’huile essentielle de A. verticillata
présenté le méme profil que celle des autres origines. Le thymol a été signalé
comme constituant principal de 1’huile en provenance de la Turquie (61,3%),
de l'Inde (55,7%), de 1'Egypte (41,0%), I’Iran (72.3%)[120-123], et l’ouest
algérien (51,6%)%) [125]. D’autres études réalisées au Maroc, et Turquie ont
identifié¢ le carvacrol (44.6%) et le y-terpinéne (55.75%) respectivement
comme composés majoritaires [75,124], alors que 1’isothymol a été signalé comme
constituant principal de I’huile de la région d’Oron [79]. Les études antérieures

réalisées sur le contenu phytochimique des huiles essentielles du genre
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Satureja originaire de plusieurs pays ont montré une variabilité chimique
importante dont les auteurs avancent la présence de la pulegone, menthone,
linalol, I’isomenthone et le thymol comme composants majoritaires [109-116].
En Algérie, a notre connaissance, il y a peu d’informations chimiques et
biologiques sur 1’espéce S. candidissima. Le profil chromatographique de
notre huile essentielle extraite de 1’espéce S. candidissima a été caractérisé
par la forte présence de pulegone (70,4%), suivi par le menthol (5,2%) et
I'iso-menthone (4,5%). Ce contenu est comparable a ceux trouvés par Attou

[108] avec quelques différences d’un point de vue quantitatif.

I1.4. Composition chimique des mélanges des huiles essentielles de Salvia

argentea, Satureja candidissima et Ammoides verticilatta.

I1.4.1. Introduction

Les huiles essentielles ne sont pas seulement utilisées en monothérapie,
mais elles sont également utilisées en combinaison depuis de nombreuses
années et peuvent avoir un effet plus puissant que celles-ci, si elles sont
utilisées seules [13]. Les huiles essentielles peuvent €tre utilisées en synergie
pour ¢largir le spectre de leurs actions et augmenter leurs bénéfices. L’effet
synergique possible produit par la combinaison des huiles essentielles de
plantes a été qualifié de stratégie efficace de lutte contre le développement

des maladies [126-129].

11.4.2. Etude de la composition chimique des mélanges

La composition chimique des mélanges croisés des huiles essentielles
de S. argentea, A. verticillata et de S. candidissima a été déterminée par CPG
et (CPG/SM) dans un rapport de volume 1:1. Les résultats de l'analyse
chimique des huiles essentielles combinées sont présentés dans le tableau 6.
Les principaux composants du mélange des huiles essentielles de A.
verticulata et S. argentea (A.v/S.a) ont été caractérisés par un pourcentage
¢levé de monoterpenes oxygénés (43.5%) et de monoterpenes hydrocarbonés
(33.3%). Les principaux composants de ce mélange ont ¢été le carvacrol
(27,9%), limoneéne (12,7%), pulegon (12,6%) et le p-cyméne (12,6%), suivi
par des quantités appréciables de y-terpinéne (7,5%), (E)-phytol (5.1%),
abitatriene (3.6%) et ferruginol (2.1%).
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Tableau 6. Composition chimique des mélanges croisés des huiles essentielles de S. argentea, A. verticillata et

de S. candidissima

Mélange des huiles

No.? Composés
IRI,> RI,° RI,® A.v/S.a S.a/S.c A.v/S.c A.v/S.c/S.a Identification’

1 a-Pinéne 931 932 1023 0,1 0,2 0,2 0,9 RI, MS
2 Camphéne 943 944 1066 tr 0,3 - 0,4 RI, MS
3 Sabinéne 964 966 1118 tr 0,3 - 0,3 RI, MS
4 B-Pinéne 970 972 1108 tr 0,1 - 0,3 RI, MS
5 Myrcene 976 982 1159 0,4 0,2 - 1,1 RI, MS
6 p-Cyméne 1010 1012 1259 12,6 1,2 11,8 9,8 RI, MS
7 Limonéne 1020 1021 1195 12,7 1,6 12,2 10,7 RI, MS
8 (Z)-B-Ociméne 1024 1025 1225 - - 3,8 tr RI, MS
9 v-Terpinéne 1047 1049 1237 7,5 0,6 2,2 0,1 RI, MS
10 Linalool 1078 1075 1280 tr - - 0,3 RI, MS
11 Menthone 1134 1135 1456 1,1 - - 2,2 RI, MS
12 Iso-Menthone 1143 1142 1490 - - 0,7 0,1 RI, MS
13 Bornéol 1148 1150 1690 0,2 - 0,5 tr RI, MS
14 Neo-Menthol 1156 1157 1637 - - - 1,1 RI, MS
15 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 0,8 1,3 0,1 1,1 RI, MS
16 Menthol 1164 1163 1629 - 3,8 - 1,2 RI, MS
17 Iso-Menthol 1174 1173 1660 - - - tr RI, MS
18 a-Terpineol 1179 1177 1688 0,1 - - tr RI, MS
19 Pulegone 1213 1216 1640 12,6 44,5 33,8 32,1 RI, MS
20 Carvacrol 1282 1278 2220 27,9 - 28,4 19,1 RI, MS
21 Piperitenone 1315 1313 1900 tr - 0,4 1,3 RI, MS
22 Eugénol 1330 1332 2135 0,8 - 0,5 0,2 RI, MS
23 Piperitenoneoxyde 1333 1335 1945 - - 0,1 0,2 RI, MS
24 E-B-Caryophylléne 1424 1418 1583 0,3 1,2 0,3 0,8 RI, MS
25 a-Humuléne 1456 1456 1665 - 0,1 - 0,1 RI, MS
26 v-Muuroléne 1471 1469 1679 tr 0,1 - 0,1 RI, MS
27 Germacréne D 1480 1474 1692 tr 0,9 0,3 0,9 RI, MS
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28 a-Muuroléne 1496 1492 1709 - - - 0,1 RI, MS

29 6-Cadinéne 1516 1515 1748 tr - - tr RI, MS
30 Spathulénol 1564 1568 2103 tr - - 0,1 RI, MS
31 Caryophylleneoxyde 1578 1580 1980 tr - - tr RI, MS
3p  l4-Hydroxy-s- 1789 1780 2530 0.8 i i tr RI, MS
cadinéne

33 Abitatriéne 2049 2049 2495 3,6 6,1 - 2,2 RI, MS
34 (Z)-Phytol 2076 2080 2574 0,1 7,2 - tr RI, MS
35 (E)-Phytol 2103 2107 2615 5,1 4,8 - 0,9 RI, MS
36 6,7 Dihydroferruginol 2208 2207 - 3 7.5 - 0,8 RI, MS, Ref
37 cis-Ferruginol 2286 2283 - 0,9 2,1 - 0,5 RI, MS, Ref
38 Ferruginol 2330 2329 2882 2,1 7,3 - 5,6 RI, MS
Identification % 92,7 91,4 95,3 94,6

Monoterpénes hydrocarbonés 33,3 4,5 30.2 23.6

Sesquiterpénes hydrocarbonés 0,3 2.3 0,6 2.0

Monoterpéne oxygénés 43,5 49,6 64.5 58.9

Sesquiterpénes oxygénés 0,8 - - 0.1

Diterpénes hydrocarbonés 3.6 6,1 - 2,2

Diterpénes oxygénés 11.2 28,9 - 7,8

 L'ordre de I’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). *Indices de rétention de la littérature sur la colonne apolaire (IRIa) reportés par Konig
et coll. “Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1 (RIa). Indices de rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp);*A.v/S.a.: mélange
d’A. verticulataetS. argentea(l:1); S.a/S.c: mélange deS. ArgenteaetS. candidissima(l:1); A.v/S.c: mélange
d’A. verticulataetS. Candidissima(1:1); A.v/S.c/S.a: mélange deS. argentea, A. verticulataetS.
Candidissima(1:1) ; RI: Indices de rétention;SM : Spectrométrie de Masse en mode impact électronique; Réf:Composés identifiés a I’aide de
données de la littérature reportés par Konig et al., 2001 [37].
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Le mélange des huiles essentielles de S. argentea et de S. candidissima
(S.a/S.c) a ¢été caractérisé principalement par un pourcentage ¢levé de
monoterpénes oxygénés (49.6%) et des diterpenes oxygénés (28.9%). Ce
mélange a été caractérisé par un pourcentage élevé de pulegone (41,3%), 6,7
dihydro ferruginol (7,5%), ferruginol (7,3%), (Z)-phytol (7,2%) et
I'abitatriene (6,1%). Cependant, le menthol (3.8%), (E)-phytol (4.8%), le cis-
ferruginol (2.1%) ont été présents en faible quantité.

D’autre part, les constituants chimiques le plus importants du mélange
des huiles essentielles de A. verticulata et de S. candidissima ont été la
pulegone (33,8%), carvacrol (28,4%), limonéne (12,2%) et le p-cymene
(11,8%). Alors que le mélange des trois huiles essentielles de A. verticulata,
S. argentea et de S. candidissima (A.V/S.A/S.C) a été caractérisé par une
grande quantité de monoterpénes oxygénés (58.9%), suivi par les
monoterpénes hydrocarbonés (23.6%) et des diterpénes oxygénés (7.8%).

Les principaux constituants de ce mélange ont été la pulegone (32,1%),
carvacrol (19,1%), limonéne (10,7%) et le p-cymene (9,8%), suivis d'une
quantité appréciable de ferruginol (5,6%), abitatriéne (2.2%) et de menthone
(2.2%) (Figure 11).

DI e g

Pulegone Carvacrol Limonene  P-cyméne Ferruginol

(32,1%) (19.1%)  (10,7%)  (9,8%) (5,6%)
Figure 11: Composés majoritaires du mélange de A. verticulata, S.

argentea et S. candidissima
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Partie B
Etude de la composition chimique des huiles
essentielles individuelles et des mélanges de deux
Lamiaceées et une Astéracee :

Thymus fontanesii, Rosmarinus officinalis
et Artemisia herba-alba
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Introduction

Afin poursuivre notre investigation sur la valorisation des huiles
essentielles, de la région de Tlemcen, nous nous sommes intéressés a la
composition chimique des huiles essentielles de Thymus fontanesii, Artemisia
herba-alba et Rosmarinus officinalis, ainsi qu’a leurs fractions oxygénées.
C’est pourquoi, nous avons mis en cuvre l’association de la CPG et le
couplage CPG-SM ainsi qu’une technique de séparation : la chromatographie

sur colonne.
I1.5. Rosmarinus officinalis
I1.5.1. Description botanique et travaux antérieurs

Le romarin ou le genre Rosmarinus de nom vernaculaire arabe Iklil
eldjebel, est 'un des plus anciens remeédes connus également en Algérie.
R. officinalis (Figure 12) fait partie de la famille des labiées ; c’est 1’une des
plantes les plus populaires en Algérie. On la trouve dans tous les jardins et
les parcs [130,131]. C’est une plante originaire du bassin méditerranéen

(faible altitude) et pousse spontanément dans le sud de 1’Europe [132].

Le Romarin est un arbrisseau touffu, vert, trés aromatique, d’environ Im
ou plus de hauteur, a tiges ligneuses avec des feuilles persistantes sessiles,
opposées, ¢étroites et coriaces. Les fleurs d’un bleue pale, maculée
intérieurement de violet, sont groupées en grappes courtes. Ces inflorescences

spiciformes portent presque tout au long de 1’année des fleurs [131,132].

Figurel2 : Rosmarinus officinalis L.
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Le romarin est l'une des herbes culinaires trés utilisées pour leur arome
caractéristique dans la cuisine. Il est également employé comme tisane et
comme agent antioxydant naturel pour la conservation des aliments. Son
histoire thérapeutique est trés diversifiée et connue depuis longtemps dans les
médications traditionnelles. C’est une source riche en molécules bioactifs tels
que l'acide carnosique, l'acide caféique et ses dérivés notamment l'acide
rosmarinique, celui-ci montre un large éventail d’activités biologiques, il est
connu comme antioxydant, antiviral, antibactérien et antimutagéne [133,134].
Ce composé pourrait également &étre utilisé comme un traitement contre la
maladie d’Alzheimer [135]. D'ailleurs Il'acide carnosique et son dérivé
hydroxylé oxydatif carnosol, ont montré des effets anti-inflammatoires et
antimoraux [136]. L importance de cette plante ainsi que son huile essentielle
dans la médecine traditionnelle a été vérifiée dans de nombreuses recherches
et révéler des effets biologiques puissants notamment comme
antimicrobienne, anticancéreuse, anti-inflammatoire, antioxydante, anti-

ulcére, antispasmodique et antiseptique [131,137-143].

I1.5.2. Lieux de récolte et Rendement

Le matériel végétal a été collecté au plateau de Lala Seti (Parc national de
Tlemcen). Les huiles essentielles de couleur jaune pale ont été obtenues a
partir des parties aériennes par hydrodistillation dans un appareil de type
Clevenger avec des rendements variant de 0,3 a 0,4% (m/m). En comparant
nos résultats avec ceux rapportés précédemment, nous avons remarqué que
nos échantillons possédent des rendements en huiles essentielles inférieurs a

ceux rapportés dans la littérature [131,144-147].
I1.5.3. Composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

La composition chimique des constituants volatils de 1’huile essentielle
de R. officinalis récolté dans la région de Tlemcen est présentée dans le
tableau 7. Les résultats de la composition chimique obtenus par 1’analyse
chromatographique (CPG/SM) de la partie aérienne de R. officinalis, montrent
que 1’huile essentielle a été constituée de 19 composants chimiques. Celle-ci
a ¢été caractérisée par une forte teneur en monoterpeénes oxygénés représentant

65.9% de la composition totale de 1’huile. Le 1.8-cineole (18.3%), le camphre
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(15.4%), le a-pinéne (12.8%), le borneol (12.7%) et le verbenone (12.7%) ont

¢té les principaux composés présents, suivis par une faible quantité de

terpinen-4-ol (1.2%) (Tableau 7 et Figurel3).

Tableau7:Composition chimique de I’huile essentielle de R. officinalis

L’huile essentielle

No* Composés IRI,> RIL‘ RIY — - -
R. officinalis  Identification®

1 a-Pinene 936 931 1028 12.8 RI. MS

2 Camphene 950 945 1071 0.2 RI. MS

3 p-Pinene 978 972 1113 0.2 RI. MS

4  Myrcenes 987 982 1160 0.1 RI. MS

5 a-Phellandrene 1002 999 1161 0.2 RI. MS

6  p-Cymene 1015 1015 1270 1.5 RI. MS

7  1.8-Cineole 1024 1021 1211 18.3 RI. MS

8  Limonene 1039 1031 1967 4.2 RI. MS

9  y-Terpinene 1051 1050 1245 3.8 RI. MS

10  a-Pinocarvone 1135 1139 1632 1.4 RI. MS

11 Camphre 1144 1145 1532 15.4 RI. MS

12 Borneol 1148 1150 1688 12.7 RI. MS

13 Terpinen-4-ol 1164 1162 1591 1.2 RI. MS

14 a-Terpineol 1176 1176 1690 1.6 RI. MS

15  Verbenone 1183 1184 1723 12.7 RI. MS

16  Bornylacetate 1285 1280 1600 2.6 RI. MS

17  (E)-p-Caryophyllene 1421 1416 1591 0.2 RI. MS

18  a-Humulene 1455 1448 1668 0.6 RI. MS

19 Oxydede 1578 1567 1969 1.4 RI. MS

Caryophyllene

Identification % 91.1
Monoterpénes hydrocarbonés % 21.5
Sesquiterpénes hydrocarbonés % 0.8
Monoterpeéne oxygénés % 65.9
Sesquiterpeénes oxygénés% 1.4
Composés aromatiques % 1.5

tr. trace.? L'ordre de 1’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). "Indices de rétention de
la littérature sur la colonne apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll. “Indices de rétention sur
colonne apolaire Rtx-1 (RIa).d Indices de rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp).° RI:

Indices de rétention;SM : Spectrométrie de Masse en mode impact électronique.
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Figurel3: Structures chimiques des composés majoritaires des parties aériennes de I’'HE

de R. officinalis
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Les monoterpénes hydrocarbonés (21.5%) ont ¢été représentés
majoritairement par [’a-pinéne (12.8%), tandis que les sesquiterpénes
hydrocarbonés ont été présents en faible quantité (0.8%) (Tableau 7).

Par rapport aux résultats obtenus, 1’analyse chimique des constituants
volatils de 1’huile de R. officinalis cultivée dans la région de Tlemcen
(Honaine) [130] a révélé que 1’a-pineéne (23.1%) été le composé majoritaire,
avec quelques différences d’un point de vue quantitatif. Ainsi de nombreux
chémotypes ont été signalés et répertoriés par Lawrence [131] a savoir :

e Cinéole supérieur a 40% (Maroc, Tunisie, Turquie, Grece,

Yougoslavie, Italie, France)

e o«o-Pin¢éne, 1,8-cinéole et le camphre en proportions voisines

(Espagne, France, Italie, Grece, Bulgarie)

e Mpyrcene a une teneur ¢levée (Espagne, Portugal, Argentine),
e Camphre, cinéole, bornéol (Cuba)
e Cinéole, bornéol, p-cymeéne (Turquie)

e oa-Pin¢éne, verbénone, acétate de bornyle (Corse, Sardaigne).

En ce qui concerne 1’huile essentielle de romarin des différentes régions
de notre pays a ¢€galement révélé 1’existence des différents chémotypes. Le
romarin de la région de Tébessa de 1'Est algérien a montré le chémotype 1,8-
cinéole avec des pourcentages variant de 32.6% a 72.9% [148]. Le romarin de
Bibans (Alger) a montré que le composé majoritaire été le 1,8-cinéole
(52.4%), suivi du camphre (12.6%) [149], alors que la composition chimique
des huiles de romarin de 5 stations de 1I’Est algérien a été dominée par le
camphre (42.7%) [150]. Or, I’huile essentielle de la région de Tlemcen, a
montré 1’a-pinéne (23.1%) comme un chémotype, suivi par le camphre
(15.3%) et le B-pineéne (12.2%) [131]. L a-pinene a été le principal composé
de 1’huile de Corse et de la Sardaigne [147].

Les variations, rencontrées dans la composition chimique du point de vue
qualitatif et quantitatif de nos échantillons comparés a certains travaux
antérieurs, peuvent €tre dues a certains facteurs écologiques tel que le climat,
le sol et 1’origine géographique, la partie de la plante utilisée, 1’age de la
plante et la période du cycle végétatif, a des facteurs intrinséques

(génétiques, sous-especes), ou méme a la méthode d’extraction [27].
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I11.6. Thymus fontanesii

I1.6.1. Description botanique et travaux antérieurs

Le thym ou le genre Thymus, est 1’un des genres les plus diversifiés de la
famille des lamiacées, il comprend prés de 350 especes de thym réparties
entre 1’Europe, 1’Asie de [’ouest et la méditerrané [151]. En effet, ce genre de
plante est trés répandu dans les régions ensoleillées du bassin méditerranéen a
climats tropicaux, en plaine ou en montagne, dans les rocailles, les garrigues,
les pelouses ou les broussailles. Vu leur propriétés aromatiques et
médicinales, le thym est considéré comme 1’une des plantes les plus
populaires dans le monde dont la majorité de ses espéces sont utilisées a des
fins diverses : aliments, médicaments, parfums et produits cosmétiques. Il est
habituellement utilisé sous forme de tisane et comme condiment ou épice

[152].

Les huiles essentielles de thym sont assez utilisées comme agents
antiseptiques dans différents domaines pharmaceutiques et comme
aromatisants pour plusieurs types de produits alimentaires [153]. La
composition chimique de 1’huile de plusieurs espéces de thym a été étudiée
pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques [154-90]. La région
méditerranéenne a été considérée comme le centre de ce genre [152] ou la
flore Algérienne, compte une variété importante d’especes de ce genre, parmi
lesquelles on peut citer; 7. pallescensis, T. capitatus, T. commutatus, T.

algeriensis, T. vulgaris, T. piperella, T. capitatus, T. fontanessi...etc.

T. fontanesii est une plante vivace fortement aromatique appartenant a la
famille des lamiacées. Elle est particulierement abondante en Algérie et en
Tunisie [72]. Elle est communément appelée «Zaater», c’est une plante qui se
trouve a 1’état spontané sous forme d’un petit sous-arbrisseau trés ramifié a la
base et tres feuillue de 10-12 cm de haut, a tiges dressées et robustes et a

fleurs blanches ou pales [72,158] (Figure 14).
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Figureld : Thymus fontanesii

Le thym est trés utilis¢é par les populations locales pour ses vertus
médicinales [158]. Il est souvent utilisé dans la médecine traditionnelle
contre les maladies respiratoires, tels que 1’asthme, la toux et la bronchite,
ainsi que contre les maux de dents et l'infection des voies urinaires. La plante
entiére est aussi connue pour ses propriétés antispasmodiques et carminatifs
[159]. Cette espéce est trés commercialisé dans le marché algérien comme un
condiment alimentaire, a la fois pour guérir certaines maladies et aromatiser
les sauces, les légumes et plusieurs plats traditionnels. De nombreuses
propriétés biologiques ont ¢étés attribuées pour I’HE de cette plante
notamment 1’activité antioxydante, antibactérienne, antimicrobienne, et anti-

inflammatoire [160-163, 11].

I1.6.2. Lieux de récolte et Rendements

Le matériel végétal a été collecté a Sebdou (Tlemcen). L’HE est d’une
odeur aromatique, fortement piquante et de couleur jaune sombre. L’huile a
¢té obtenue a partir des parties aériennes par hydrodistillation. Les
rendements varient entre 3.2 2 3.9% (m/m). Ces rendements ont été supérieurs

a ceux trouvés dans la littérature [158-160] et inférieurs a ceux cités par N.

Nabet et al et C. Bekhechiet al [161,162].
I1.6.3. Composition chimique de 1’huile essentielle des parties aériennes

L’ HE de T. fontanesii a été analysé¢ par CPG et CPG/SM. Un total de 31
composés, représentant 99.3% de 1'huile essentielle totale, a été identifié par

leurs indices de rétention et leurs données spectrales de masse.
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Tableau8.Composition chimique de I’huile essentielle de T. Fontanesii

Huile essentielle

No* Composés IRL," RI¢ RI,* — - -
T. fantenezii  Identification®

1 a-Thujéne 932 924 1028 0.2 RI. MS
2 o-Pinéne 936 931 1028 0.9 RI. MS
3 Camphéne 950 945 1071 0.2 RI. MS
4 Oct-1-en-3-0l 962 962 1441 0.5 RI. MS
5  p-Pinéne 978 972 1113 0.1 RI. MS
6  Myrcénes 987 982 1160 2.1 RI. MS
7  a-Phellandréne 1002 999 1161 0.2 RI. MS
8  3-Carene 1005 1006 1149 0.1 RI. MS
9  a-Terpinéne 1008 1011 1270 1.7 RI. MS
10 p-Cymeéne 1015 1015 1270 7.4 RI. MS
11 (2)-f-Ociméne 1029 1022 1234 0.6 RI. MS
12 yp-Terpinéne 1051 1050 1245 2.3 RI. MS
13 trans-Sabinene hydrate 1051 1054 1445 0.1 RI. MS
14  Terpinoléne 1082 1079 1281 0.2 RI. MS
15 Linalool 1083 1085 1538 1.7 RI. MS
16 Camphor 1123 1124 1506 0.1 RI. MS
17 Bornéol 1148 1150 1688 0.3 RI. MS
18 Terpinén-4-ol 1164 1162 1591 1.1 RI. MS
19  a-Terpinéol 1176 1176 1690 0.1 RI. MS
20 Thymol 1266 1263 2181 76.6 RI. MS
21  Carvacrol 1278 1286 2193 0.6 RI. MS
22 Eugénol 1330 1329 2164 0.1 RI. MS
23  cis-Carvylacétate 1343 1345 1858 0.1 RI. MS
24 (E)-f-Caryophylléne 1421 1416 1591 1.6 RI. MS
25 (E)-a-Bergamotene 1434 1435 1573 tr RI. MS
26  o-Humuléne 1455 1448 1668 0.1 RI. MS
27  y-Humuléne 1483 1480 1702 tr RI. MS
28 fp-Bisaboléne 1503 1499 1721 0.1 RI. MS
29  9-Cadinéne 1520 1511 1760 tr RI. MS
30 (E)-a-Bisabolne 1530 1531 1755 0.1 RI. MS
31 oxide de Caryophylléne 1578 1567 1969 0.1 RI. MS

Identification % 99.3

Monoterpénes hydrocarbonés % 8.6

Sesquiterpénes hydrocarbonés % 1.9

Monoterpéne oxygénés % 3.6

Sesquiterpénes oxygénés % 0.1

Composés oxygénés non terpénique % 0.5

Composés aromatiques % 84.7

tr. trace.® L'ordre de 1’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). "Indices de rétention de
la littérature sur la colonne apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll[26]. “Indices de rétention

sur colonne apolaire Rtx-1 (RIa).G1 Indices de rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp).°
RI: Indices de rétention;SM : Spectrométrie de Masse en mode impact électronique.

L’analyse de la composition chimique de I’HE de 7. fanténesii a montré

une prédominance des composés aromatiques (84.7%) et des monoterpenes
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hydrocarbonés (8.6%). Les sesquiterpénes hydrocarbonées et oxygénés ont été
respectivement présents avec des pourcentages de 1.9% et 0.1% (Tableau 8).
Le thymol (76.6 %) et le p-cyméne (7.4%) sont les principaux composants.

Les structures chimiques de ces deux composés sont présentées dans la figure

15.

OH

Thymol P-cymene
. J

FigurelS: Structures chimiques des composés majoritaires de la partie
aérienne de I’HE de T. fanténesii

Les recherches effectuées sur la composition chimique de cette plante ont
montré la présence de deux chémotypes. Les résultats d’une étude sur la
composition chimique de [’huile de 7. fontanesii dans différentes régions de
la willaya de Tlemcen ont montré que le composé majoritaire de 1’huile a été
le carvacrol avec un pourcentage variant de 67% a 69.5% [162]. Le méme
composé majoritaire a été mentionné dans la recherche de Nabet et al [94]
avec un pourcentage de carvacrol de 67.5%. Ghannadi et al, [159], ont pu
identifier 15 composés dans [’huile essentielle de la partie aérienne de 7.
fontanesii de la région de Sétif. Le thymol (67.8%) a été le composant
majoritaire, suivi de y-terpinene (15.9%) et p-cymene (13.0%). Le thymol a
¢té aussi le composé majoritaire dans 1’huile de la région de Djelfa mais avec
un pourcentage moins important (29.3%) [160] et a Bouira avec un

pourcentage de 77.7% [164].

Des études antérieures sur la composition chimique de I'huile essentielle
des espeéces de genre thym tels que 7. vulgaris, T. numidicus, et T. ciliatus;

ont confirmé la prédominance de thymol [154, 155, 165,166].
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I1.7. Artemisia herba-alba
I1.7.1. Description botanique et travaux antérieurs

L’armoise ou Artemisia est considéré parmi les plus largement distribués
des genres de la famille des Astéracées, elle comprend plus de 300 petites
herbes et arbustes [167,168] réparties sur les cinq continents. L’industrie
pharmaceutique a exploité plusieurs molécules extraites des différentes
armoises telles que les thujones, I'artemisinine et la verlotorine. En Algérie,
ce genre est représenté par 11 especes spontanées y compris l’armoise
blanche [72,168]. L’armoise blanche ou Artemisia herba-alba (subgen.
Seriphidium, famille d'Asteraceae), communément appelé «Chih», c’est une
plante vivace steppique qui pousse spontanément dans les régions semi-aride
et les steppes arides de 1’Afrique du nord, du nord-ouest de I'Himalaya, et au
Moyen-Orient ainsi qu’en Espagne [168,169]. Elle est trés répondue dans les
zones désertiques, elle s'adapte bien a un climat sec et chaud. Cette espéce
joue un role fondamental dans la structure et le fonctionnement de

I'écosystéme steppique.

L’armoise blanche se présente sous forme d’un sous-arbrisseau
buissonnant a tiges ligneuses trés ramifiées, de 30 a 80 cm de haut, tres
feuillée avec un aspect argenté et les fleurs sont de couleur jaune a rougeatre

groupées en grappes [72,169] (Figure 16).

Figure 16. Artemisia herba-alba [169] «Chih »
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L’armoise blanche a été utilisée comme aromatisant dans le thé et le café,
C’est une panacée dans la médecine traditionnelle arabo-musulmane [169]. En
médecine populaire, Artemisia herba-alba est connue pour ses propriétés
diurétiques, vermifuge, antispasmodiques, antiseptiques. Elle est utilisée pour
guérir certaines maladies, y compris le diabéte, la bronchite, [’abcés,
I’hypertension, les troubles intestinaux, les morsures de scorpion, et les
infections parasites. En outre, 1’armoise blanche est utilisée sous forme de

tisane comme un reméde pour calmer les douleurs abdominales [169-173].

L’efficacité de 1’armoise blanche a ¢été vérifiée dans plusieurs enquétes
ethnopharmacologie ou des études phytopharmacologiques menées dans
différentes régions du monde montrent que cette espéce est dotée d’effets
thérapeutiques intenses tels que antidiabétique, antioxydant, antimicrobien,

anti-acétylcholinestérase, antimutageéne et insecticide [173-178]

I1.7.2.Rendements des huiles essentielles

Le matériel végétal a été collecté a El Gor, Sebdou dans la wilaya de
Tlemcen. Les huiles essentielles de couleur jaunatre ont été obtenues a partir
des parties aériennes par hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger
avec un rendement de 0.8% (m/m). Ce rendement est comparable avec les
travaux réalisés dans les différentes région de 1’Algérie ainsi que d’autres

pays tels que la Tunisie et I’Espagne [168,103,169,23,179,180].

I1.7.1. Composition chimique de 1’huile essentielle des parties aériennes
de A. herba-alba

L’huile essentielle d’A. herba-alba a été analysé par CPG et CPG/SM.
Vingt constituants (20), représentant environ 93.4 % de la composition totale
ont ¢été identifiés (Tableau 9). Cette huile été caractérisée par un taux élevé
en monoterpénes oxygénés (80.2%), suivie par les hydrocarbures

monoterpéniques (10.8%).
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Tableau 9. Composition chimique des huiles essentielles de A. herba-alba

Huile essentielle

a 4 b c d
No ~ Composés IRL, Rl Ry A. herba-alba Identification®

1 o-Pinéne 936 931 1028 0.3 RI. MS
2 Camphene 950 945 1071 10.3 RI. MS
3 1.8-Cineole 1024 1021 1211 8.4 RI. MS
4 y-Terpinéne 1051 1050 1245 0.2 RI. MS
5 trans-Sabinéne hydrate 1051 1054 1445 0.1 RI. MS
6  Linalool 1083 1085 1538 0.5 RI. MS
7  Chrysanthénone 1110 1106 1504 25.6 RI. MS
8  Camphor 1123 1124 1506 32.3 RI. MS
9  Bornéol 1148 1150 1688 4.5 RI. MS
10 Terpineén-4-ol 1164 1162 1591 3.2 RI. MS
11 a-Terpinéol 1176 1176 1690 2.1 RI. MS
12 Carvone 1214 1215 1278 3.5 RI. MS
13 (E)-a-Bergamotene 1434 1435 1573 0.1 RI. MS
14  a-Humuléne 1455 1448 1668 0.1 RI. MS
15  y-Humuléne 1483 1480 1702 0.1 RI. MS
16  fS-Bisaboléne 1503 1499 1721 0.2 RI. MS
17  o-Cadinéne 1520 1511 1760 0.5 RI. MS
18  (E)-a-Bisabolne 1530 1531 1755 0.3 RI. MS
19  Spathulénol 1572 1560 2120 0.5 RI. MS
20  Globulol 1589 1578 2067 0.6 RI. MS

Identification % 93.4

Monoterpénes hydrocarbonés% 10.8

Sesquiterpénes hydrocarbonés % 1.3

Monoterpéne oxygénés % 80.2

Sesquiterpénes oxygénés% 1.1

 L'ordre de 1’élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1). *Indices de rétention de la littérature sur la
colonne apolaire (IRIa) reportés par Konig et coll. “Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1
(RIa). Indices de rétention sur colonne polaire Rtx -wax (RIp). RI: Indices de rétention; SM :
Spectrométrie de Masse en mode impact électronique.
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Figure 17: Structures chimiques des composés majoritaires des parties aériennes de

I’huile de A. herba-alba
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du camphéne (10.3%), le 1,8-cinéole (8.4%), le bornéol (4.5%), la carvone
(3.5%) et le terpinen-4-ol (3.2%) (Tableau 9, figure 15).

Les résultats de la composition chimique de nos échantillons ont été
comparables qualitativement, a ceux obtenus précédemment avec un

pourcentage de camphre variant de 15% a 59.8% [179,181-183]

Le profil chimique de 1’huile essentielle de cette espéce Algérienne
différe d’une région a une autre; la composition chimique de 4. herba-alba de
Biskra a montré divers composants dominés par 1’acétate cis-chrysantényl
(25.1%), alors que celle de Djelfa a révélé la Davanone comme composant
principal (36.1%), par ailleurs 1’a-thujone constitue le chymotype de la
région de Laghouat (66.7%), Ghardaia (47.1%), Biskra (31.5%) et Bordj Bou-
Arreridj (54.5%)[23]. Plusieurs travaux ont été consacrés a 1’étude de la
composition chimique de A. herba-alba a travers le monde, et ont révélés un
haut niveau de polymorphisme [23,178,179]. Ces variations qualitatives et
quantitatives peuvent €tre dues a certains facteurs écologiques, a des facteurs
intrinséques, ou méme a la méthode d’extraction [27].

- le camphre a été signalé comme composant majoritaire en Algérie, en
Maroc et en Espagne [179,183].

- Les principaux composants de [’huile de 1’armoise blanche de 1’Arabie
Saudia ont été la piperitone, le (E)-éthylcinnamate, le (Z)-éthylcinnamate, le
thymol et ’isophrone [178].

- a-Thujone (16,2%) a été enregistrée comme composé majoritaire en
Jordanie (16%) [120], au Maroc [179], ainsi que dans quatre stations différentes
de I’ Algérie [185].

La composition chimique de l'huile essentielle de A. herba alba de
Tunisie a ¢été dominée par le P-thujone (41.9%) [173]. L’ huile de sud de
I'Espagne a révélé différents chémotypes représentés par la davanone, la
chrysanthenone, le cis-chrysanthenol, le cis-chrysanthenyl acétate et le 1,8-
cinéol [186], ce dernier a été signalé comme composé dominant de 1’huile

essentielle de I’Egypte [177].

49



I1.8. Fractionnement et isolement de la fraction oxygénée de 1’huile
essentielle de T. fontanesii, A. herba-alba et R. officinalis

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés aux fractions
oxygénées des huiles essentielles de 7. fontanesii, A. herba-alba et R.
officinalis afin d’étudier I’approche complémentaire qui permet de lier le
domaine de la biologie a la chimie, en d’autres termes, de déterminer leur
pouvoir antioxydant et antimicrobien. Nous avons soumis 2g de chaque huile
essentielle a un fractionnement sur colonne ouverte a gel de silice fine avec
du pentane puis de 1’éther d’éthylique comme ¢éluant. Le schéma du
fractionnement est donné sur la figure 10. Les fractions oxygénées sont
récupérées et analysées dans le but d’identifié leurs profiles chimiques et par

la suite 1’évaluation des activités biologiques.

HE
29
n-CsHiz Et.O
Fraction apolaire . .
Fraction polaire
350.2 mg (17.5%) Thymus 1646. 1 mg (82.3%) Thymus
130 mg (6.5%) Artemisia 1860 mg (93.0%) Artemisia
43.5 mg (2.17) Rosmarinus 1950.2 mg (97.5%) Rosmarinus

Figure 18. Schéma de fractionnement des huiles essentielles

I1.8.1. Composition chimique des fractions oxygénées de T. fontanesii, A.
herba-alba et R. officinalis

L’analyse des fractions oxygénées des trois huiles essentielles de T.
fontanesii, A. herba-alba et R. officinalis a conduit respectivement a
I’identification de 9, 7 et 14 constituants (Tableau 11). La fraction oxygénée

(1646.1 mg) de 1’huile de 7. fontanesii analysée par CPG et CPG-SM a permis
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I’identification de 2 composés supplémentaires par rapport a 1 huile

essentielle : (E)-2-héxanal et décanal

Tableau 10. Composition chimique de fractions oxygénées des trois huiles essentielles

T. A.
No Composés IR aponitt  IRapor IR pal fontanesii h : Irt[;) :- offi CITn alis Identification
1 Oct-1-en-3-ol 962 962 1441 0,5 - - RI, MS
2 (E)-2-Héxanal 762 768 1216 1,2 - - RI, MS
3 1,8-Cineole 1024 1021 1211 - 13,8 46,2 RI, MS
4 g;‘gf;tseabme“e 1051 1054 1445 i 0.8 ] RI, MS
5 Linalool 1083 1085 1538 1,7 1,2 - RI, MS
6 Chrysanthénone 1110 1106 1504 - 33,8 - RI, MS
7 Camphre 1123 1124 1506 - 40,2 17.1 RI, MS
8 a-pinocarvone 1135 1139 1632 - - 1.4 RI, MS
10 Bornéol 1148 1150 1688 - - 5.2 RI, MS
11 Terpinen-4-ol 1164 1162 1591 3,2 - 6,5 RI, MS
12 a-Terpinéol 1176 1176 1690 0,6 - - RI, MS
13 frans-dihydro 1180 1182 1607 - 2,1 - RI, MS
Carvone
14 Verbénone 1183 1184 1723 - - 3.7 RI, MS
15 Décanal 1195 1201 1795 1,8 RI, MS
16 Carvone 1214 1215 1278 - 0,1 - RI, MS
17 trans-Myrtanol 1241 1242 1859 - - 0,6 RI, MS
18 Thymol 1266 1263 2181 84,3 - 0,6 RI, MS
19 Acétate de bornyl 1285 1280 1600 - - 8,2 RI, MS
20 Eugénol 1330 1329 2164 2,1 - 0,5 RI, MS
21 cis-Carvyl acétate 1343 1345 1858 - - 0,2 RI, MS
22 Spathulénol 1572 1560 2120 - - 0,3 RI, MS
23 Globulol 1589 1578 2067 - - 0,3 RI, MS
24 S:r};/(i)i)ﬁilléne 1578 1567 1969 13 - 1.4 RI, MS
Identification % 96,7 92 92,2

D’autre part, sept composants supplémentaires ont été identifiés dans la
fraction oxygénée (1950.2 mg) de 1’huile essentielle de R. officinalis, il s’agit
du trans-myrtanol, du thymol, de ’acétate de bornyl, de 1'eugénol, du cis-carvyl
acétate, du spathulénol et du globulol (Tableau 11). Enfin, un composé
supplémentaire a été trouvé dans la fraction oxygénée (1860 mg) de 1’huile de

A. herba-alba, il s’agit du trans-dihydro carvone.
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Chapitre 111
Evaluation Des Activités

Biologiques




II1.1. Evaluation des activités antioxydantes des huiles essentielles

individuelles et croisées des plantes

II1.1.1. Introduction

Les huiles essentielles ont été utilisées pendant des millénaires pour leurs
bienfaits pour la santé. Certaines des propriétés bénéfiques supposées, par
exemple, antiseptique, antioxydante, antimicrobiennes et anti-inflammatoire, ont
¢té soutenues par des recherches scientifiques récentes [7-11,187]. D'autre part,
plusieurs huiles essentielles possédent de bonnes propriétés antioxydantes, qui
peuvent €tre exploitées pour protéger d'autres matériaux, tels que les aliments et
leur rancissement [188-190]. Ces attributs sont dus a la capacité inhérente de

certains de leurs composants, en particulier les phénols.

Cependant, il existe des huiles essentielles non phénoliques qui expriment un
comportement antioxydant, ceci est di a la chimie radicalaire de certains

terpénoides et d'autres constituants volatils.

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 car la plupart des antioxydants
synthétiques courants tels que l'hydroxy anisole butylé (BHA) ou le butyle
hydroxy toluéne (BHT) sont soupgconnés d'étre potentiellement dangereux a long

terme pour la santé humaine [1,51,52].

D’autre part, les huiles essentielles ne sont pas seulement utilisées en
monothérapie, mais en combinaison depuis de nombreuses années [13]. Elles
sont utilisées pour agir en synergie afin d’améliorer leurs effets. L’effet
synergique possible produit par la combinaison des huiles essentielles de plantes
a ¢té qualifié de stratégie efficace pour lutter contre le développement microbien
[127,128,191] et inhiber ou réduire le processus naturel d’oxydation des

aliments [192].
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ITI.1.2. Activités antioxydantes

A notre connaissance, aucun travail relatif aux activités antioxydantes des
mélanges croisés des huiles essentielles des plantes étudiées n’a été rapporté
dans la littérature. Il s’agit dans ce travail d'étudier les propriétés antioxydantes
des huiles essentielles individuelles et croisées de S. argentea, S. candidissima,
A. verticilatta, T. fontanesii, R. officinalis et A. herba alba a I’aide de deux
méthodes différentes : 1'activité de piégeage radicalaire (DPPH) et le pouvoir

réducteur (FRAP).
IT1.1.3. Matrice individuelle des huiles essentielles par 1a méthode de DPPH

L’activité antioxydante des huiles essentielles des plantes étudiées, leurs
mélanges et des antioxydants standards vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
a 1’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable a 517 nm. Cette capacité de réduction est déterminée par
une diminution de I’absorbance induite par des substances anti radicalaires. Le
pourcentage d’inhibition (% I) pour chaque résultat a été calculé et les essais ont

¢té réalisés en triplicata.

Les tests ont montré que les huiles essentielles de T. fontanesii et R.
officinalis ont respectivement la capacité de réduire le radical DPPH" a 72.1% et
62.4% lorsqu’on les utilises a des faibles concentrations (de 1’ordre de 20 et 30
mg/ml respectivement) (Tableau 11). En revanche, [’huile essentielle de A.
herba alba nécessite d’étre employée a des concentrations plus élevées (90 mg/

ml) pour obtenir un pourcentage d’inhibition de 50.4% (Tableau 11).

L’inhibition radicalaire de DPPH est généralement présentée par la valeur
ICso0, celle-ci est la concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50%
du radical libre DPPH" présent dans le milieu réactionnel. Une faible valeur de la
ICso indique une activité antioxydante forte. Cette valeur a été calculée par
régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes

concentrations des échantillons préparés (Figure 19).
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Tableau 11. % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des

huiles essentielles et du BHT.

Echantillons Activité antioxydante ICso
T Concentration (mg/ml) 0.2 1 5 10 15 20
. fon
(%) D'inhibition 3.1 5.8 19.8 37.2 54.6 72.1 13.7+1.1
R off Concentration (mg/ml) 5 10 15 20 25 30
.0
(%) D'inhibition 59 17.2 28.5 39.8 51.1 62.4 24.5=£2.1
A alb Concentration (mg/ml) 10 20 30 50 70 90
. a
(%) D'inhibition 10.1 15.8 21.6 38.8 44.6 50.4 79.4%£2.8
Concentration (mg/ml) 0.2 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
BHT
(%) D'inhibition 28.4 35.6 47.9 71.9 85.1 86.6 2.3£0.8
T. fon :Thymus fantenesii ; R. off: Rosmarinus officinalis; A. alb: Artemisia
herba-alba
90
80
79.4
70

Clg, (mg/mL)
Ul
o

40
30
20
10 13,67 2 23
O I
T. fontanesii R. officinalis A. herba alba BHT

Huiles essentielles

Figure 19. ICso des huiles essentielles individuelles déterminées par la

méthode DPPH.



Nous remarquons que 1’huile essentielle de T. fontanesii a chémotype thymol
a montrer une activité antioxydante notable avec une ICso de 13.7 mg/ml, alors
que I’HE de R. officinalis a montré un pouvoir antioxydant modéré avec une Clso
de 24.5 mg/ml. L’activité antioxydante la plus faible a été observée pour 1’huile
essentielle de A. herba alba avec une Clso de 79.4 mg/ml, qui été largement

supérieure a celle du témoin BHT (Clso = 2.3 mg/ml) (Figure 19).

D’apreés les résultats du pouvoir antioxydant des huiles essentielles de A.
verticillata, S. argentea et S. candidissima regroupées dans le tableau 12, on
remarque que les huiles essentielles de A. verticillata et S. Argentea ont
présentées les activités antioxydantes les plus fortes avec respectivement des
pourcentages d’inhibition supérieurs a 90% et 80% a des concentrations de

I’ordre de 1 mg/ml.

Tableau 12. % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des huiles

essentielles et du BHT.

Echantillons Activité antioxydante
o Concentration (mg/ml) 0.025 0.05 0.2 0.5 1.0
A. verticillata
DPPH (%) 2.5 13.6 38.0 75.6 97.3
o Concentration (mg/ml) 0.1 1.0 5.0 10 15 20
S. candidissima
DPPH (%) 19.7 30.1 38.5 504 74.2 81.9
Concentration (mg/ml) 0.06 0.12 0.25 0.5 1.0 2.0
S. argentea
DPPH (%) 18.1 349 358 569 86.0 87.5
Concentration (mg/ml) 0.2 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
A. ascorbique
DPPH (%) 284 356 479 719 85.1 86.6

Cependant, 1’huile essentielle de S. candidissima a exprimée 1’activité la
moins importante avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 80% a une

concentration de 20 mg/ml.

D’apres les résultats des Clsos (Figure 20), nous remarquons que les huiles
essentielles de A. verticillata a chémotype carvacrol et S. argentea a chémotype
ferruginol ont présentées le pouvoir antioxydant le plus élevé avec une ICso de

I’ordre 0.4 mg/ml et 0.7 mg/ml respectivement, mais qui reste inferieur celui de
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I’acide ascorbique (Clso = 0.12 mg/ml), alors que S. candidissima semble étre

I’huile essentielle la moins active avec une Clso de 8.8 mg/ml.

1C5, (mg/ml)
10
9 8,8
8
7
6
5
4
3
2
1 0,4 0.7 oD
0 I
A. verticillata S.candidissima S. argentea A. ascorbique

Figure 20. Clso des huiles essentielles individuelles déterminées par la

méthode DPPH.

IT1.1.4. Matrice croisée des huiles essentielles des plantes par la méthode

DPPH

L’¢étude du pouvoir antioxydant des mélanges des huiles essentielles de T.
fontanesii, R. officinalis et A. herba alba vis-a-vis du BHT par la méthode de
DPPH a montré que les mélanges des huiles ont présenté de trés bonnes activités

antioxydantes (Tableau 13).

D’apres les résultats des Clso (Figure 21), nous remarquons que [’effet
synergique le plus important a été observé avec le mélange des trois huiles
essentielles de T. fontanesii, R. officinalis et A. herba alba, avec une Clso de
2.6 mg/ml, trés proche de celle du témoin BHT (Clso = 2.3 mg/ml) et qui dépasse
celle exprimer pour chaque huile testée individuellement. Le mélange des huiles

essentielles de T. fontanesii et R. officinalis, a exprimé un effet antioxydant
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synergique remarquable avec wune Clso de 7.2 mg/ml mais qui reste

moins importante que celui de 1'antioxydant synthétique BHT (Cls0=2.3 mg/ml).

Enfin, 1’activité antioxydante la plus faible a été observée pour les mélanges
des huiles essentielles de T. fontanesii/A. herba alba et R. officinalis/A. herba
alba avec respectivement des Clsos de 23.9 et 39.2 mg/ml largement supérieures

au témoin (BHT) (Tableau 13).

Tableau 13. % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des
mélanges croisés des huiles essentielles de T. fontanesii, R. officinalis et A.
herba alba et du BHT

Echan- ICso
Activité Antioxydante

tillons

T. fan/R. Concentration (mg/mL) 0.5 1.0 3.0 5.0 7.0 10

off (%) d’inhibition 4.1 7.8 29.8 38.1 52.5 62.1 7.2£1.8

T. fan/A. Concentration (mg/mL) 5.0 10 15 20 25 30

alb (%) d’inhibition 6.8 18.3 29.5 40.4 532 63.4 23.9+2.3

A. alb/R. Concentration (mg/mL) 5.0 10 15 20 30 40

off (%) d’inhibition 12.1 17.5 24.6 40.8 46.2 50.5 39.2+3.1

T. fan/R.  Concentration (mg/mL) 0.5 1.0 3.0 5.0 7.0 10

off/A. alb (%) d’inhibition 20.5 34.5 59.9 65.3 80.7 93.7 2.6£0.4
Concentration (mg/mL) 0.2 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0

BHT (%) d’inhibition 28.4 35.6 47.9 71.9 85.1 86.3 2.3£0.6

T. fan/R. off: Thymus fantenezii/ Rosmarinus officinalis; T. fan/A. alb: Thymus
fantenezii/ Artemisia herba-alba; A. alb/R. off: Artemisia herba-alba/Rosmarinus
officinalis; A. alb: T. fan/R. off/A. alb: Thymus fantenezii/ Rosmarinus
officinalis/Artemisia herba-alba.

Il apparait que 1’effet synergique des mélanges des trois huiles essentielles
est approximativement 30 fois plus actif que 1’huile de A. herba alba, 9 fois plus
active que 1’huile de R. officinalis et 5 fois plus active que 1’huile de T.

fontanesii.

En comparant nos résultats avec les huiles essentielles individuelles, le

mélange entre les huiles essentielles de T. fontanesii et R. officinalis, a donné
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une Clso de 7.2 mg/ml qui a été 2 fois plus forte que 1I’huile essentielle de T.
fontanesii et 3 fois plus forte que I’huile de R. officinalis. En revanche, le
mélange entre les huiles essentielles de R. officinalis et A. herba alba présenté
un effet antagoniste par rapport a 1’huile de R. officinalis qui a perdu un petit
pourcentage d’inhibition et un effet synergique par rapport a I’huile de A. herba
alba qui est devenu 2 fois plus fort. Il en est de méme pour le mélange des
huiles essentielles de T. fontanesii et A. herba alba dont la ClIso été plus élevée
que celle de I’huile de T. fontanesii et plus faible par rapport a la Clso de 1’huile
de R. officinalis (Figure 21).

4 I
B A alb,79,4 IC50 mg/ml
B A.alb/R.off, 39,2
B T.fan/A.alb, 23,
B T fan, 13,7 T.fan/R. off/A. alb,
® T.fan/R.off, 7, 2,6
.—l [ i

ET.fan HR.off WA. alb ET.fan/R.off WMT.fan/A.alb MWA.alb/R.off ET.fan/R. off/A.alb [EIBHT

\ J

Figure 21. ICso des huiles essentielles individuelles et des mélanges croisés
des huiles essentielles de T. fontanesii, R. officinalis et A. herba alba par la
méthode DPPH.

v’ Les résultats de 1’activité antioxydante des mélanges croisés des huiles
essentielles de A. verticulata, S. argentea et S. candidissima par la méthode

DPPH sont représentés dans la figure 22.

Des effets antioxydants synergiques intéressants ont ¢té observés aupres des
mélanges des huiles essentielles. En comparant les résultats avec les huiles
individuelles (Figure 20), les mélanges des huiles essentielles se sont avérés treés

efficaces par rapport aux huiles essentielles individuelles (Figure 22).
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L’huile essentielle de A. verticillata associée a 1’huile de S. candidissima a
présenté un effet antioxydant synergique remarquable avec une Clso de 0.17
mg/ml, trés proche de celle du témoin acide ascorbique (Clso = 0.12 mg/ml) et
qui dépassent celle exprimer pour chaque huile testée individuellement. Ainsi la
combinaison de I’huile essentielle de S. argentea avec celle de S. candidissima

(ICs0 = 0.31 mg/ml) a été dotée d’une tres forte inhibition du radical DPPH.

2'2 119
1-[6
L |

T 0,1 T
0,5 0,7 0,12
0 - E:' =
A. verticulata/S. A. vertieulata/S. S. argentea/S. A. verticulata/S. AscorHbic acid
05 argentea candidissima  candidissima argentea/s.

candidissima
Huiles essentielles
Figure 22. Activité antioxydante des mélanges des huiles essentielles de A.

verticulata, S. argentea et S. candidissima par la méthode DPPH

Alors que les mélanges de 1’huile de A. verticillata avec celle de S. argentea
et des trois huiles de A. verticulata/S. argentea/S. candidissima ont été les moins

actifs avec respectivement des Clsos de 1.9 et 1.6 mg/ml (Figure 22).

IT1.1.5. Etude de ’activité antioxydante par la méthode de réduction des ions

ferreux (FRAP)

Cette méthode colorimétrique est couramment utilisée pour étudier le
pouvoir antiradicalaire, elle consiste a mesurer la capacité des extraits testés a
réduire le fer ferrique Fe®" présent dans le complexe ferricyanure de potassium
K3Fe(CN)s en fer ferreux Fe?’en donnant un électron. Par la suite la teneur en
ions Fe?" peut étre controlée et mesurée par la formation du bleu de Perl a 700
nm. Une augmentation de 1’absorbance (DO) indique une augmentation de la

capacité réductrice
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II1.1.5.1. Matrice individuelle et croisée des huiles essentielles de T.

fontanesii, R. officinalis et A. herba alba

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles individuelles des trois huiles
essentielles, ainsi que leurs mélanges croisés vis-a-vis de 1’antioxydant standard
BHT a ¢été évalué en utilisant la méthode FRAP. Les résultats obtenus sont

regroupés dans la figure 23.

Absorbances

0 10 20 30 40 50 60
Concentration
—e—T. fon ®—R. off A. alb T. fan/R. off
—&—T. fan/A. alb —8—A. alb/R. off —e—T. fan/R. off/A. alb —@— BHT

Figure 23. Pouvoir réducteur des huiles essentielles de T. fontanesii, R.

officinalis, A. herba alba et du contréle positif (BHT).

De nombreuses similitudes ont été trouvées entre les résultats du test FRAP
et ceux du test de DPPH. Les résultats obtenus (Figure 23), révelent que toutes
les huiles essentielles individuelles et combinées des trois plantes étudiées ont

présenté la capacité a réduire le fer présent dans le milieu réactionnel.

Par ailleurs nous avons observé que le pouvoir réducteur du fer été
proportionnel a l[’augmentation de la concentration des échantillons. Il est a
noter que le pouvoir antioxydant le plus ¢élevé a été exposé par 1’huile de T.
fontanesii qui a été meilleur que celui de R. officinalis et A. herba alba, mais
qui reste inférieur au témoin (BHT). Le pouvoir réducteur (FRAP) des mélanges
des huiles essentielles (Figure 23) a augmenté avec la concentration et a atteint

un plateau a partir de 20 mg/ml pour le mélange thym /armoise.
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D’autre part, le mélange de T. fontanesii et A. herba alba s’est révélé étre le
mélange le plus active par rapport aux autres mélanges suivi par le mélange des
3 huiles essentielles. Le mélange le moins important ¢été celui des huiles
essentielles de R. officinalis/A. herba alba (Figure 23). Si nous classons nos
huiles essentielles individuellement et des mélanges selon la puissance de
réduction de fer par rapport au BHT, nous obtiendrons I’ordre suivant : BHT> T.
fontanesii>7. fontanesii/ A. herba alba> T. fontanesii/R. officinalis/A.
herba alba> R. officinalis> A. herba alba> T. fontanesii/R.

officinalis>R. officinalis/A. herba alba (Figure 23).

II1.1.5.2. Matrice individuelle et croisée des huiles essentielles de A.

verticulata, S. argentea et S. candidissima

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles individuelles et des mélanges
des trois plantes étudiées vis-a-vis de l’antioxydant standard 1’acide ascorbique
a ¢té ¢valué en utilisant la méthode FRAP. Les résultats obtenus sont regroupés

dans la figure 24.

1,2
1 —&— ammoi
——sat+salv
0,8
—a—sal+amm
0,6 amm-+sal+sat
—%—sat+amm
0,4 -
—o—salv
0,2 - sat
ascor
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 24. Pouvoir réducteur des huiles essentielles de A. verticulata, S.
argentea et S. candidissima ainsi leurs mélanges croisés.

D’apres les résultats cités dans la figure ci-dessus, pour les différentes

concentrations des huiles essentielles individuelles et croisés on constate que
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I’acide ascorbique ainsi que les huiles essentielles testés ont la capacité a
réduire le fer présent dans le milieu réactionnel. L’HE de A. verticulata posséde
un pouvoir réducteur plus élevé que celui de I’"HE de S. argentea et de I’HE de

S. candidissima, qui est en accord avec les résultats du test DPPH.

De plus, des effets synergiques ont été observés pour les différents mélanges
¢tudiés. Il apparait que le mélange des trois huiles essentielles présente la
capacité réductrice la plus élevée et qui a été meilleur que celui du témoin

1’acide ascorbique.

Si nous classons nos huiles essentielles individuellement et des mélanges
selon la puissance de réduction de fer par rapport a 1’acide ascorbique, nous
obtiendrons 1’ordre suivant : A. verticulata/S. argentea/S. candidissima>acide
ascorbique>A. verticulata/S. argentea>A. verticulata/S. candidissima>A.
verticulata>S. argentea/ S. candidissima> S. argentea> S. candidissima (Figure
24).

I11.1.6. Etude de 1’activité antioxydante des fractions oxygénées des huiles
essentielles individuelles et combinées de T. fontanesii et R. officinalis par la
méthode DPPH

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a ¢étudier la capacité
antioxydante des composés oxygénés des huiles essentielles individuelles et
combinées de T. fontanesii et R. officinalis par deux méthodes, la méthode de
piégeage du radicale libre DPPHe et la méthode de FRAP, afin d’évaluer leurs
effets synergiques ou antagonistes. Les résultats du test DPPH sont présentés
dans la figure 25. La méthode de piégeage du radicale libre DPPH" nous a permis
de déterminer les valeurs des Clsos relatives a nos huiles et nos fractions

oxygénées que nous avons comparé a celui du BHT (contrdle positif).
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Cls,s mg/ml)

BHT M 2.3
Fr,0x,T. fon/R. off W 0,824
Fr,0x, R.of [ 2,99
Fr,Ox.T.fon | 0,21
HE T. fon/R. off [N 7,2
HER. off I 24,5
HET.fon I 137

0 5 10 15 20 25 30

Figure25 : Concentrations inhibitrices demi-maximales (Clsos) des huiles

essentielles ainsi que des fractions oxygénées individuelles et combinées.

D’apres les résultats cités ci-dessus, la fraction oxygénée de 1’huile de T.
fontanesii a exprimé une trés forte activité antioxydante avec une Clso de 0.21
mg/ml largement supérieure a celle de I’HE de thym brut et 10 fois supérieure
au BHT (CIs0=2.3 mg/ml), cette activité a été suivie par la combinaison des
deux fractions oxygénées de romarin et de thym avec une Clso de 0.824 mg/ml
qui a été 3 fois presque supérieure que le BHT. La fraction oxygénée de R.
officinalis a enregistré une Clso de 2.99 mg/ml qui a été 8 fois supérieure a celle

de l'huile de romarin brute et plus proche de BHT (2.3 mg/ml).

I11.1.7. Etude de I’activité antioxydante des composés oxygénés des huiles
essentielles individuelles et combinées de T. fontanesii et R. officinalis par la
méthode FRAP

Le pouvoir antioxydant des composés oxygénés des huiles essentielles
individuelles de T. fontanesii et R. officinalis, ainsi que le mélange croisé de ces
deux fractions vis-a-vis de 1’antioxydant standard acide ascorbique a été évaluée
en utilisant la méthode FRAP. Les résultats obtenus sont regroupés dans la

figure 26.
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Figure 26. Pouvoir réducteur des composés oxygénés des huiles
individuelles et combinées de T. fontanesii, R. officinalis et de 1’acide

ascorbique

Selon les résultats illustrés dans la figure 26, le pouvoir antioxydant le plus
¢levée a été attribué aux composées oxygénées de I’HE de T. fontanesii et qui a
¢t¢ méme meilleur que 1’acide ascorbique, tandis que la fraction oxygénée de

I’huile de R. officinalis ne présentait presque aucune capacité réductrice.
Discussion

Dans la présente étude, toutes les huiles essentielles étudiées ont montré une
activité antioxydante en piégeant le radical DPPHe et la capacité de réduire les
ions ferriques Fe®". Les huiles essentielles de A. verticillata riche en carvacrol,
de S. argentea riche en ferruginol, et de T. fontanesii riche en thymol ont
présentées des effets antioxydants plus élevés, probablement li¢ a leurs profils
chimiques, en particulier au pourcentage relativement élevé en composés
phénoliques. En effet, le carvacrol est le constituant le plus fréquent des huiles
essentielles obtenues a partir d'espéces de A. verticillata, et qui agit comme un
antioxydant trés fort (piégeur de radicaux libres, agent peroxydant anti-lipide,
etc.) [16-22]. De plus, le thymol est un monoterpéne oxygéné avec une structure
phénolique et des propriétés antioxydantes prouvées [56,193-197]. La capacité
antioxydante de ces huiles est due a 1’effet synergique des constituants majeurs

et mineurs.
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Il est a noter que I[’huile essenticlle de A. verticillata a chémothype
carvacrol a exercer une excellente activité inhibitrice du radical DPPH avec une
ICso0 de 1’ordre 0.4 mg/ml, néanmoins elle reste moins importante a celle trouver
par El Ouariachi et al (0.018mg/ml) [75]. L’HE de T. fontanesii riche en thymol a
enregistré une trés bonne activité antioxydante avec une ICso de [’ordre 13.7
mg/ml qui est nettement plus forte que celle obtenue par Nabet et al

(ICs0=51.6mg/ml) [161].

Ces différences peuvent é&tre dues aux profils chimiques de ces huiles,
notamment leurs composés majoritaires, ainsi que 1’effet synergique entre les

composants majeurs et mineurs.

Le diterpéne ferruginol de type abiétane est un composant des plantes
herbacées et ligneuses qui est considéré comme un produit naturel utile en raison
de ses divers effets biologiques, notamment de son activité antioxydante
[198,117]. D'ailleurs, Saijo et al ont rapporté que le ferruginol avait une activité
antioxydante comparativement ¢élevée a celle de 1'a-tocophérol [118]. Ce qui
explique le bon effet antioxydant observé pour I’HE des racines de S. argentea
(riche en ferruginol) vis-a-vis du radical libre DPPH avec une ICso de 1’ordre de
0.7 mg/ml. Nos résultats ont donné une efficacité antioxydante nettement
meilleure que celle trouver pour les HEs des feuilles et fleurs de S. argentea

avec des ICsg de 9.25 et 9.34 mg/ml respectivement [199].

L’huile essentielle de S.candidissima (riche en pulégone) a montré aussi un
effet antioxydant notable. Ceci peut s’expliquer par le pourcentage relativement

¢levé des composés oxygénés tels que la pulégone.

D’autre part, la pulegone est un monoterpéne cétonique naturel obtenu a
partir de I'huile essentielle d'une variété des plantes telles que les espéces
Nepeta calamintha et Mentha pulegium, qui aurait des propriétés antioxydantes
[109, 200,201].

L’activité antioxydante modérée obtenue a partir de 1’huile essentielle de R.
officinalis peut-étre due a une teneur appréciable en 1,8-cinéole, et le camphre

qui représente plus de 57% de ’huile totale.
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Il a été prouvé que le 1,8 cinéole naturellement présent dans de nombreuses

plantes aromatiques présente une activité antioxydante modéré [140,203].

L'activité antioxydante la plus faible a ¢été enregistrée pour 1'huile de A.
herba-alba ou le camphre et le chrysanthénone qui représente plus de 58% de
I'huile totale. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Dawidowicz et
al ou ils ont montré que le camphre, 1’un des composés majoritaires de I’HE de
salvia hispanica a une faible capacitée antioxydante [204]. En revanche, il n’y a

aucune information bibliographique sur 1’effet antioxydant de chrysanthénone.

D’autre part, des effets synergiques ont étés observés pour la majorité des
mélanges des huiles essentielles de A. verticulata, S. argentea et S.
candidissima. Les mélanges des huiles essentielles ont été trés efficaces par

rapport aux huiles essentielles individuelles.

La Clso du mélange des huiles essentielles de S. candidissima et de A.
verticulata évaluée par le test DPPH présente une activité plus importante (0.17
mg/ml) que la Clso du mélange 1’huile de S. candidissima/S. argentea (0.31
mg/ml) et qui a été plus proche de témoin 1’acide ascorbique (0.12 mg/ml). Cela
peut étre expliqué par 1’effet synergique résultant des principaux constituants du
mélange de S. candidissima et de A. verticulata c'est-a-dire entre la pulegone
(33,8%), le carvacrol (28,4%), le limonéne (12,2%) et le p-cymene (11,8%).

Ces résultats ont montré que les combinaisons des huiles essentielles ont
présenté des effets antioxydants synergiques prometteurs en diminuant la

concentration inhibitrice demi-maximale.

Il est a noter que, I’HE de S. candidissima associée a I’HE de S. argentea
semble étre peu efficace que son association avec I’HE de A. verticulata, du fait
de 1’absence de carvacrol et [’augmentation du pourcentage de pulegone
(41,3%), 6,7 dihydroferruginol (7,5%), ferruginol (7,3%), (Z)-phytol (7,2%) et
I'abitatriene (6,1%). Dans une étude réalisée par Mazumder et al en 2014, il a été
prouvé que l’association de I’HE d’ajowan et de caraway a présenter une

capacité antioxydante plus importante dépassant celle exprimer pour chaque
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huile testée seule, cela veut dire qu’il y a eu une synergie entre les composés

présents dans ces deux huiles réunies [205].

Les potentiels antioxydants du mélange de I’HE de A. verticulata et de S.
argentea par la méthode FRAP peut étre reliés a I’association de carvacrol

(27,9%), le limonéne (12,7%), la pulegone (12,6%) et le p-cymene (12,6%).

Les résultats des mélanges croisés des huiles essentieclles de T. fontanesii, A.
herba-alba et R. officinalis obtenus, ont montré que les combinaisons ont
appliquées des effets antioxydants synergiques en diminuant la concentration
inhibitrice demi-maximale. Le puissant effet synergique a ¢€té trouvé en
combinant les huiles essentielles de T. fontanesii, A. herba-alba et R. officinalis
avec une ICso de 1’ordre de 2.6 mg/ml qui été trés proche de témoin BHT
(ICs0=2.3mg/ml). Il semble aussi que l'association du thymol, du p-cyméne au
chrysanthénone, 1,8-cinéole, camphre, bornéol et verbénone augmente

considérablement l'activité antioxydante.

De plus, le mélange des huiles essentielles de T. fontanesii et de R.
officinalis a également montré une bonne capacité antioxydante (ICs50=7.2mg/ml)
et qui dépasse celle exprimer pour chaque huile testée individuellement. Il est
¢vident que cet effet synergique a été trouvé lorsque le thymol et le p-cyméne

ont ¢té associés au 1,8-cinéole, au camphre, au bornéol et a la verbénone.

Cependant, les mélanges des huiles essentielles de T. fontanesii et de A.
herba-alba, ainsi que des huiles essentielles de A. herba-alba et de R. officinalis

ont présenté des activités antioxydantes moins importants.

I1 semble que la combinaison de thymol et de p-cyméne avec Ile
chrysanthénone, du camphre et du 1,8-cinéole produit un faible pouvoir
antioxydant. Alors que 1’absence de thymol et de p-cyméne dans le mélange de

A. herba-alba et de R. officinali diminue considérablement ce pouvoir.

Concernant 1’examen de [’activité antioxydants des fractions oxygénées des
huiles essentielle de T. fontanesii et de R. officinalis individuelles et combinées
ils ont exprimé également une forte capacité antioxydante que celles des huiles
correspondantes et qui est largement importante que les témoins acide

ascorbique et le BHT. 67



Ces résultats peuvent €tre expliqué par la richesse de ces fractions par la

présence du thymol, le 1,8-cinéol et/ou des composés oxygénées.

En conclusion, les huiles essentielles de S. argentea, A. verticillata, S.
candidissima, et T. fontanesii ont présenté les meilleures activités antioxydantes.
Tandis que les huiles essentielles de R. officinallis et A. herba-alba, riches en
monoterpeénes oxygénés, ont montré les activités antioxydantes les plus faibles
par le biais de leurs valeurs des Clsos. De plus, l'importance de l'activité
antioxydante peut &tre liée a 1'effet provoqué par l'interaction des constituants
présents dans 1’huile, que ceux en grandes proportions ou en quantités mineures.
Les activités antioxydantes présentées par les huiles essentielles, leurs mélanges
croisés ainsi que les fractions oxygénées sont des résultats trés prometteurs pour
des applications de conservation des aliments utilisant ces différentes fractions,
puisque les effets secondaires indésirables des antioxydants synthétiques sont

largement connus, a savoir les dommages au foie ou la cancérogenése [206].
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II1.2. Evaluation des activités antimicrobiennes des huiles

essentielles individuelles et croisées des plantes

Introduction

Les bactéries sont responsables de nombreuses maladies dangereuses pour la
santé humaine, telles que la méningite a méningocoque ou la tuberculose, ou
d'autres maladies relativement bénignes comme les infections gastro-intestinales
et les infections nosocomiales. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Salmonella Enterococcus sp, Escherichia coli et Bacillus cereus font
partie des principales bactéries présentant une multirésistance aux médicaments
et font partie de la catégorie des agents pathogeénes communautaires et
hospitaliers [207]. Avec la résistance accrue de ces microorganismes aux
antibiotiques, les constituants des produits a base de biomasse apparaissent
comme des substituts trés intéressants. En tant que stimulants, de nombreuses
huiles essentielles peuvent aider a augmenter le taux de guérison dans tout le

corps [208].

Les propriétés antimicrobiennes de certaines huiles essentielles protegent
¢galement le corps durant ces étapes de la guérison. Les huiles essentielles ne
sont pas seulement utilisées en monothérapie, elles sont également associées
depuis plusieurs années et peuvent avoir un effet plus puissant que celles-ci, si
elles sont utilisées seules [13]. Les huiles essentielles peuvent étre utilisées en

synergie pour ¢élargir le spectre de leurs actions et augmenter leurs bénéfices.

L’effet synergique possible produit par la combinaison des huiles
essentielles de plantes a ¢été qualifié de stratégie efficace de lutte contre le
développement microbien [127,128,191]. Ammoides verticulata, Salvia argentea,
Satureja candidissimas, Thymus fontanesii et Rosmarinus officinalis sont
récoltés par la population locale pour leurs utilisations potentielles comme

remedes alternatifs pour le traitement de nombreuses maladies infectieuses.

De nombreuses activités biologiques de ces espéces ont €té rapportées dans

la littérature, notamment pour leurs effets antimicrobiens, anti-inflammatoires,
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stimulants et diurétiques [9,11,161,88,108,144]. L'enquéte ethnobotanique
menée sur ces especes montre que la population locale de la région de 1’ouest
utilise ces plantes contre la grippe, les probléemes des vers intestinaux, les

infections et comme pansement pour les brilures et les plaies.

Dans le cadre de notre recherche sur les produits naturels actifs pour lutter
contre les infections microbiennes, la présente étude a pour objectif de
déterminer les effets antimicrobiens de chaque huile essentielle contre un panel
de microorganismes pathogénes d'importance clinique et les éventuels effets

synergiques de la combinaison des différentes huiles essentielles étudiées.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été étudi¢e contre neuf
souches bactériennes: trois a Gram négatif Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Salmonella typhi (ATCC 14028), six
a Gram positif: Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Clostridium sporogenes
(ATCC 19404), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus faecalis (ATCC
7314), Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103) et Bacillus cereus (ATCC
14579) et deux levures fongiques C. albicans (ATCC 10231) et C. albicans
(ATCC 4226).

I11.2.1. Etude de Dactivit¢é antimicrobienne des huiles essentielles
individuelles et combinées de Ammoides verticulata, Salvia argentea et Satureja

candidissima.

I11.2.1.1. Etude de ’activité antimicrobienne par la Méthode de diffusion sur

disque

La méthode de diffusion sur disque également nommé aromatogramme, c’est
un procédé qualitatif qui nous permettra de tester la sensibilité ou la résistance
des microorganismes aux huiles essentielles. Le tableau 14 présente les résultats
de sensibilité des souches microbiennes (les diametres d'inhibition) vis-a-vis des

huiles étudiées individuellement et en combinaisons par la méthode de disque.
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Comme le montre le tableau 14, les huiles essentielles individuelles et les
mélanges croisés des huiles essentielles de A. verticulata, S. argenteaet S.
candidissima ont montré des effets inhibiteurs contre les agents pathogénes
testés avec des diamétres variés. S. typhi (26 mm), S. aureus (25 mm), C.
sporogenes (23 mm), B. subtilis (27 mm), E. faecalis (24 mm), L. rhamnosus (23
mm) et C. albicans (30-32 mm). Ils se sont avérés €tre les agents pathogénes les
plus inhibés par 1'huile essentielle de A. verticillata. On remarque également
que cette huile été extrémement sensible contre les bactéries a Gram(+) que les

Gram(-) et trés efficace contre les souches fongiques (30-32 mm).

L’huile essentielle des parties aériennes de S. candidissima a montré des
effets inhibiteurs plus remarquables contre S. aureus (20 mm) et C. albicans (22-
31mm) (Tableau 14).

L'huile essentielle de S. argentea a montré une sensibilité importante vis-a-
vis de la majorité des souches testées, notamment contre B. subtilis et B. cereus
avec respectivement des diametres des zones d'inhibition de 41 et 28 mm. Cette

huile s’est avérée la moins sensible vis-a-vis les deux souches fongiques.

D'autre part, des effets synergiques important ont été observé auprés des
mélanges croisés des huiles vis-a-vis la majorité des souches testées, notamment
a partir des mélanges des huiles essentielles de A. verticulatae/S. argentea et A.
verticulata/S. argenteal/S. candidissima. La combinaison des deux huiles de A.
verticulata/S. argenteaa a provoqué une augmentation considérable de 1’activité
antimicrobienne contre toutes les bactéries a gram-positives et négatives avec
des zones d’inhibition allant de 33 4 53 mm. Alors qu’un effet antagoniste a été
observé pour les levures C. albicans (30-32 versus 14-16 mm). Il est a noter que
la combinaison des trois huiles a montrer une augmentation considérable de
I’activité contre 1’ensemble des souches a gram-positive avec des zones

d’inhibition allant de 34 a 58 mm et la souche a gram-négative E. coli de 43 mm.
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Tableau 14. Activité antimicrobienne (zones d'inhibition) des huiles essentielles et leur effet synergique.

Méthode de diffusion de disque (mm)

(10 puL)
Microorganismes Huiles essentielles (Disque) Mélange des huiles (disque)
A S. S. Av/S.c Av/S.a S.c/S.a A.v/S.c/S.a
verticulata  candidissima  argentea
Gram-négative bactéries
E. coli ATCC 25922 13£1,5 15+0,8 15+£0,6 21+1,5 50+23 38+£1,3 43+1,5
P. aeruginosa ATCC 27853 13+ 1,0 20+ 0,5 13+1.2 18+2.5 33+04 15+0,5 17+0,2
S. typhi ATCC 14028 26 +2,1 19+0.9 11+1,0 15+1,1 49+32 28+ 1,6 19+1,8
Gram-positive bactérie
S. aureus ATCC 43300 25+£0,0 20£1,5 10+ 0,0 33+1,2 53+2,6 27+1,3 39+24
C. sporogenes ATCC 19404 23+0.6 14+1,0 14+1,0 16 +2.1 39+3.1 29+2.0 36 2,0
B. subtilis ATCC 6633 27+ 1,2 18+ 1,6 41 +£2,0 44 +4,0 40+3.6 46 £3.0 42+£56
E. faecalis ATCC 7314 24+1,3 16 +2.1 09+0.9 13+£1,0 42+42 30+1,0 34+32
L. rhamnosusATCC 53103 23+0.6 14+1,0 14+1,0 31+2.1 39+3.1 29+2.0 36 +2,0
B. cereus ATCC 14579 22+ 1,2 16 +0.0 28 + 0,33 30+ 1.3 50+2.1 38+1.4 584+3.0
Levures
C. albicans ATCC 10231 30+£2.6 22+2.6 14+1,0 22+1.2 16+ 1,0 08 +£0.1 16+ 1,6
C. albicansATCC 4226 32+3.6 31 +£3,0 14+£1,0 12+1,0 14 +£0.8 13+£1,0 18+1,8

Les valeurs sont représentées comme moyennes + SEM; S: Synergie : A.v/.S.c: mélange d’A. verticulataetS. candidissima (1/1);
A.v/S.a: mélange d’A. verticulata et S. Argentea (1/1); S.c/ S.a: mélange de S. Candidissima et S. argentea (1/1) ; A.v/S.c/S.a: mélange

d’A. verticulata, S. candidissima et S. argentea (1/1/1)
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Il est a noter que la combinaison des huiles essentielles de A. verticulata et
S. candidissima a présentée des effets synergiques trés intéressant sur S. aureus
(33 mm) et B. subtilis (44 mm). Alors que, le mélange des huiles essentielles de
S. candidissima et S. argenteaa présenté un effet synergique important contre B.
subtilis (46 mm), E. coli (38 mm) et B. cereus (38 mm) (Tableau 14).

I11.2.1.2. Etude de l'activité antimicrobienne par la méthode de micro-

dilution (CMI et de CMB)

La méthode de micro-dilution sur microplaque du Mueller Hinton liquide a
¢té utilisée pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) en milieu solide. Les résultats de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles déterminés a 1’aide de la
méthode de dilution-gélose contre les onze souches microbiennes sont
mentionnés dans les tableaux 15 et 16. Dans cette étude, les huiles essentielles
de S. argentea et A. verticillata ont présenté les meilleures activités

antibactériennes.

Les CMI et CMB les plus remarquables ont été observées par 1’huile de S.
argentea sur six souches : L. rhamnosus (0.02 et 0.1 mg/ml, respectivement), B.
cereus (0.09 et 0.2 mg/ml, respectivement), B. subtilis (0.05 et 0.2 mg/ml,
respectivement), S. aureus (0.2 et 0.2 mg/ml, respectivement), E. coli (0.4 et 1.5
mg/ml, respectivement) et P. aeruginosa (0.8 et 3.1 mg/ml, respectivement). La
plus faible activité examinée pour cette huile essentielle a été observé contre E.
faecalis (3.1 et 3.1 mg/ml, respectivement), C. sporogenes (3.1 et 3.1 mg/ml,

respectivement) et C. albicans (1.2 mg/ml).

L’huile essentielle de A. verticillata a présenté un pouvoir antimicrobien
contre six souches. Les CMI et CMB les plus faibles ont été observées chez E.
coli (0,2 et 0,2 mg/ml, respectivement), L. rhamnosus (0,4 et 1,6 mg/ml,
respectivement), B. cereus (0,2 et 0,8 mg/ml, respectivement), S. Typhi (0,2 et
1,5 mg/ml, respectivement), C. albicans ATCC 10231 (0.4 et 1.2,
respectivement) et C. albicans ATCC 4226 (0.8 et 1.5 mg/ml, respectivement).
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Table 15. Concentration inhibitrice minimale (CMI) des huiles essentielles étudiées individuellement ou en

association
CMI (mg/ml)
Microorganismes A S. S. A. verticulata/ | A. verticulata/ | S. candidissima/ | A. verticulata/
verticulata | candidissima | argentea | S.candidissima | S.argentea S. argentea S. candidissima/
S. argentea
Huiles individuelles 1:1 Combinaisons

Gram-négative

E. coli 0.2+00 1.5+0.2 0.4+0.1 0.3+00 0.1£0.0 1.5+£0.2 04+0.1
P. aeruginosa 3.1+ 06 31+0.6 0.8+0.1 1.5+0.6 62=+1.1 62+1.0 62+1.2

S. Typhi 0.8+0.1 6.2+0.9 1.5+0.6 1.5+£03 0.7+0.1 6.2+0.8 6.2+0.8
Gram-positive

S. aureus 1.5+£0.2 62+1.1 0.2+0.0 0.8+0.1 0.4+0.1 1.5£0.6 32+0.8
C. sporogenes 3.1£0.5 3.1£0.8 3.1£0.5 1.5£0.9 0.8+£0.2 3.1+£1.1 3.1+£04
B. subtilis 1.2+0.1 32+0.6 0.05+0.01 0.7+0.1 0.1 +£0.01 0.09 £ 0.01 03+0.1

E. faecalis 1.5+£0.3 6.2+09 31+0.8 1.5+£0.8 0.7 £0.08 1.5£04 32+04
L. rhamnosus 0.4+0.1 3.1+£0.6 0.02 £ 0.01 0.8+0.1 0.2 £0.01 1.5+£0.2 3.1+£0.6

B. cereus 04+0.1 62+1.2 0.09 £ 0.01 0.8+0.1 0.2+0.06 0.8+0.1 0.7+£0.2
Levures

C. albicans ATCC 10231 04+0.1 3.1+0.2 1.2+0.6 04+0.1 6.2+0.8 0.8+0.1 3.1+0.6

C. albicansATCC 4226 0.8+0.1 31+£03 1.2+0.2 1.5+04 125+1.1 02+0.1 1.5+£0.2
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Table 16. Concentration minimale bactéricide (CMB) des huiles essentielles étudiées individuellement ou en

association
CMB (mg/ml)
Microorganismes A S. S. A. verticulata/ | A.verticulata/ | S. candidissima/ A. verticulata/
verticulat | candidissim | argentea | S. candidissima S. argentea S. argentea S. candidissima/ S.
a a argentea
Huiles individuelles 1:1 Combinaisons

Gram-négative
E. coli 0.2+00 6.2+ 1.1 1.5+ 0.4 04+0.1 0.1+ 0.01 1.5+ 0.2 0.4+ 0.1
P. aeruginosa 62+1.1 6.2+0.9 3.1+ 0.8 3.1+0.8 12.5+ 1.1 125+ 1.1 6.2+ 1.1
S. Typhi 1.5£0.6 125+ 1.5 1.5+ 0.6 3.1+£0.9 1.5+ 0.2 12.5£ 0.8 6.2+1.2
Gram-positive
S. aureus 62+09 6.2+0.6 0.2+ 0.01 0.8+00 0.7£0.1 12.5+ 0.8 3.1£0.6
C. sporogenes 3.1+£0.9 6.2+0.8 3.1£ 0.8 1.5+0.2 0.8+ 0.1 3.1£0.2 3.1£0.2
B. subtilis 3.1£0.6 62+1.1 0.2+ 0.01 1.5+£0.6 0.4+ 0.1 6.2£0.2 6.2£1.0
E. faecalis 31+£02 | 125+1.6 3.1£04 3.1+£0.6 1.5£0.3 6.2+ 04 3.1+ 0.1
L. rhamnosus 1.6 0.8 6.2+09 0.1+ 0.01 3.1+04 0.2+ 0.01 6.2+0.2 3.1+ 0.1
B. cereus 0.8+0.1 12.5+2.0 0.2+ 0.01 6.2+0.7 0.4+ 0.1 6.2+ 0.2 3.1+ 0.1
Levures
C. albicans ATCC 10231 1.2 3.1 1.5+£0.2 0.4+0.02 125+ 1.4 0.8+0.2 62+1.1
C. albicansATCC 4226 1.5 3.1 1.5+0.1 62+1.2 250+2.1 0.8+0.1 3.1+0.8
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Rappelons que le ratio CMB/CMI permet de déterminer le pouvoir
antimicrobien de 1’huile essentielle, si ce rapport est inférieur ou égale a 4,
I’extrait est alors bactéricide ou fongicide et s’il est supérieur a 4 on dit que

I’extrait est bactériostatique ou fongistatique [209].

Selon le tableau 17, le rapport CMB/CMI obtenu a montré que I[’huile
essentielle de A. verticillata a présenté des effets bactéricides et fongicides sur

I’ensemble des souches testées.

L'huile essentielle de S. candidissima a présenté une activité
antimicrobienne plus ou moins faible par rapport aux autres huiles testées, avec
des valeurs de CMI et CMB comprises entre 1,5 et 6,2 mg/ml et entre 3.1 et 12,5
mg/ml, respectivement (Tableaux 15 et 16). Cette HE a également exprimé des
effets bactéricides et fongicides sur la majorité des bactéries et levures a
I’exception de la bactérie a gram-négative E. coli qui a présenté un effet
bactériostatique (Tableau 17).

L’huile essentielle de S. argentea a présenté des effets bactéricides et
fongicides sur 1’ensemble des souches testées a 1’exception de la bactérie a

gram-positive L. rhamnosus qui a présenté un effet bactériostatique (Tableau
17).
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Table 17. Effets bactéricides et bactériostatiques des huiles essentielles étudiées individuellement ou en

association
CMB/ CMI
Microorganismes A. S. S. A.verticulata/ | A.verticulata/ | S. candidissima/ | A. verticulata/
verticulata | candidissima | argentea | S. candidissima S. argentea S. argentea S. candidissima/
S. argentea
Huiles individuelles 1:1 Combinaisons
Gram-négative
E. coli 1 5 4 1 1 1 1
P. aeruginosa 2 2 4 4 2 1
S. Typhi 2 2 2 2 2 1
Gram-positive
S. aureus 4 2 1 1 1 4 1
C. sporogenes 1 2 1 2 1 2 1
B. subtilis 3 2 4 4 4 64 16
E. faecalis 2 2 1 2 2 4 1
L. rhamnosus 4 2 5 4 1 4 1
B. cereus 2 2 2 8 2 8 5
Levures
C. albicans ATCC 10231 3 2 2 1 2 1 2
C. albicansATCC 4226 2 1 2 4 2 4 2
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e Mélanges croisés des huiles essentielles

L'activité antimicrobienne des mélanges des huiles essentielles examinées
dans cette ¢tude sont présentées dans les tableaux 15 et 16. Le mélange des
huiles essentielles de A. verticillata et de S. candidissima a montré un effet
synergique important contre C. albicans ATCC 10231 et C. sporogenes avec
respectivement des CMI et CMB variant de 0,4 a 1,5 mg/ml et de 0,4 a 1.5

mg/ml.

Le mélange des huiles essentielle de A. verticulata et S. argentea a montré
un effet synergique plus important en fonction de leur CMI et CMB contre E.
coli (0.1 et 0.1 mg/ml, respectivement), S. Typhi (0.7 et 1.5 mg/ml,
respectivement), C. sporogenes (0.8 et 0.8 mg/ml, respectivement) et E. faecalis
(0.7 et 1.5 mg/ml, respectivement). Cependant, les mélanges des huiles
essentielles de S. candidissima/S. argentea et A. verticulata/S. candidissima/ S.
argentea ont présenté des effets antagonistes en comparant les valeurs de CMI et

de CMB (Tableaux 15 et 16).

D’autre part, le rapport CMB/CMI obtenu, a montré que les différents
mélanges des trois huiles essentielles ont présenté des effets bactéricides et
fongicides sur toutes les espéces microbiennes testées, a 1’exception B. subtilis

et B. cereus qui ont montré des effets bactériostatiques.

111.2.2.1. Etude de D’activité antimicrobienne des huiles essentielles

individuelles et combinées de T. fontanesii, R. officinalis et S. argentea,

I11.2.2.1. Etude de ’activité antibactérienne par la Méthode de diffusion sur
disque

Le tableau 18 résume 1’¢évaluation de la sensibilité des bactéries choisies
vis-a-vis des huiles essentielles de T. fontanesii, R. officinalis et S. argentea.
Comme le montre le tableau 18, les huiles essentielles individuelles ainsi que les

mélanges de T. fontanesii, R. officinalis et S. argentea ont montré des effets

inhibiteurs contre les différentes bactéries testées.
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L’huile essentielle de T. fontanesii a exercé un trés bon effet inhibiteur sur
la majorité des souches étudiées avec un intervalle des diametres des zones
d’inhibition variant de 12 a 47 mm. Les souches les plus sensibles ont été E. coli
(47mm), S. typhi (27mm) et S. aureus (28mm), alors que, 1’huile de R. officinalis
s’est révélée €tre la moins importante. L’effet inhibiteur le plus intéressant a été
enregistré contre L. rhamnosus (24 mm). Tandis que les souches les plus
sensibles vis-a-vis de 1'huile essentielle de S. argentea sont B. Subtilis (41 mm)
et S. aureus (28 mm) (Tableau 18).

e M¢élanges croisés des huiles essentielles

Le mélange des trois huiles essentielles de T. fontanesii, R. officinalis et
S. argenteaa a montré un effet synergique plus important en fonction de leurs
diamétres d’inhibition contre les deux souches bactériennes C. sporogenes et S.
aureus avec respectivement des zones d’inhibition de 23 et 30 mm. Alors que la
combinaison des deux huiles de R. officinalis/S. argenteaa a provoqué une
augmentation considérable de 1’activité antibactérienne contre les deux souches

de C. sporogenes (17 mm) et L. rhamnosus (29 mm).

Le mélange de T. fontanesii et S. argentea, a présenté un effet synergique
trés intéressant contre S. aureus (33 mm), C. sporogenes (21mm) et E. faecalis
(27 mm) et des effets antagonistes sur le reste des bactéries. La combinaison des
deux huiles de T. fontanesii, et R. officinalis a montrer un effet antagoniste sur
la majorité des souches bactériennes. En revanche un effet additif a été observé
pour ce mélange contre la souche pathogéne P. aeruginosa avec une zone

d’inhibition de 18 mm (Tableau 18).
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Tableaul8 : Activités antimicrobiennes (zones d'inhibition) des huiles essentielles et des mélanges croisés

Microorganismes

Test de diffusion sur disque (mm)

(100 mg/L)

Huiles essentielles (Disque)

Mélange des huiles (disque)

T. fontanesii  R. officinalis  S.argentea  T.f/R.0 T.flS.a R.o/S.a T.f/R.0/S.a

Gram-négative

E. coli ATCC 8739 47413 17 £2.5 15+0,5 19+1.1 11=£1.0 8+0.9 7+1.1
P. aeruginosaCip A22 18 £0.9 18 +2.0 12+1,1 18+ 0.5 6+0.5 6+0.0 8+0.7
S. typhi ATCC 14028 27 2.1 11+1.0 11+1,0 13£1.3 7+0.9 14+1.1 60
Gram-positive

S. aureus ATCC 25923 28 £1.2 14 +1.1 28 £0,33 18 +0.0 33+£3.2 19+£2.1 30 +1.2
C. sporogenes ATCC 19404 15+40.8 10 £0.9 14+£1,0 7+0.7 21 £1.8 17 £1.3 23 +0.0
B. subtilisSATCC 6633 24 £0.0 11£1.3 41+2,0 15+1.0 13 +1.6 17 £0.9 6+00
E. faecalis ATCC 7314 25 +1.1 17 £2.1 09+0.9 16 £0.5 27 £2.00 7+0.1 11+1.0
L. rhamnosusATCC 53103 12 £1.0 24 £1.2 14+1,0 12 +£0.1 11+£0.8 29+0.3 5+£0.0

Les valeurs sont représentées comme moyennes = SEM; S: Synergie; T.f/R.0: mélange de T. fontanesii et

R. Officinalis (1/1); T.f/S.a: mélange de T. fontanesii et S. argentea (1/1); R.0/S.a: mélange de R.

officinalis et S. argentea (1/1); T.f /R.0 /S.a: mélange de T. fontanesii, R. officinalis et S. argentea

(1/1/1)
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I11.2.2.2. Etude de I'activité antimicrobienne par la méthode de dilution CMI
et CMB

Les résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles déterminés
a I’aide de la méthode de dilution-gélose contre les huit souches bactériennes
testées sont mentionnés dans les tableaux 19 et 20. Dans cette
¢tude, les huiles essentielles de S. argentea et T. fontanesii ont présenté les
meilleures activités antibactériennes. Les CMI et CMB les plus faibles pour S.
argentea ont ¢€été observées chez cinq souches. Les souches les plus sensibles
sont L. rhamnosus (0.02 et 0.1 mg/ml, respectivement), B. subtilis (0.05 et 0.2
mg/ml, respectivement), S. aureus (0.2 et 0.2 mg/ml, respectivement), E. coli
(0.4 et 1.5 mg/ml, respectivement) et P. aeruginosa (0.8 et 3.1 mg/ml,

respectivement).
La plus faible activité observée pour ces huiles essentielles été contre E.

faecalis (3.1 et 3.1 mg/ml, respectivement) et C. sporogenes (3.1 et 3.1 mg/ml,
respectivement). En effet, I’huile essentielle de S. argentea a montré des effets
bactéricides sur la majorité des souches testées a 1’exception de la bactérie a

gram-positive L. rhamnosus qui a noté un effet bactériostatique (Tableaux 21).

A la lecture des résultats obtenus on remarque aussi que 1’huile essentielle
de T. fontanesii a présenté une bonne activité sur 1’ensemble des souches. On
note ¢également une activité antibactérienne plus prononcée sur les deux
bactéries a Gram positif ; S. aureus (CMI= 1.56 et CMB= 3.12 mg/ml), E.
faecalis (CMI= 1.56 et CMB =1.56 mg/ml) et une bactérie a Gram négatif ; S.
typhi (CMI =1.56 et CMB =3.12 mg/ml).

Alors que, les CMI et CMB les plus élevées ont été observées chez L.
rhamnosus, E. coli, C. sporogenes, P. aeruginosa avec des valeurs de CMI allant
de 3.12 a 12.5mg/ml et de CMB allant de 3,12 a 50 mg/ml. D'autre part, 1’huile
essentielle de T. fontanesii a montré des effets bactéricides sur 1’ensemble des

souches testées (Tableaux 21).

L'huile essentielle de R. officinalis a présenté une activité antibactérienne
plus faible, avec des valeurs de CMI et de CMB comprises entre 1,5 et 25 mg/ml
et entre 6,2 et 25 mg/ml, respectivement (Tableaux 20 et 21).
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Cette huile a également présenté des effets bactéricides sur 1’ensemble des

souches testées (Tableaux 21).

Les résultats de [1’activité antimicrobienne des mélanges des huiles
essentielles sont résumés dans les tableaux 20 et 21. Le mélange des 3 huiles
essentielles de T. fontanesii /S. argentea/R. officinalis a exercé une importante
activité inhibitrice vis-a-vis des bactéries. Ainsi, S. aureus, C. sporogenes et P.
aeruginos se sont montrés les plus sensibles avec des CMI de 0.09 mg/ml, 0.19
mg/ml et 0.4 mg/ml, respectivement et CMB de 0.19 mg/ml, 3.12 mg/ml et 1.56
mg/ml, respectivement, exer¢ant ainsi un effet synergique important sur ces trois
souches. De plus, des effets bactéricides ont été observés sur l’ensemble des
espéces bactériennes testées a 1’exception de la bactérie a gram-positive S. typhi

et la bactérie a gram-négative C. sporogenes qui ont noté un effet bactériostatique

(Tableau 21).

Le mélange des huiles essenticlles de S. argentea et de R. officinalis a
montré un effet antagoniste sur la majorité des souches testées. Le mélange des
huiles essentielles de T. fontanesii et de S. argentaea a montré un effet
synergique plus important contre S. aureus, C. sporogenes et E. faecalis avec
des CMI et CMB allant, respectivement de 0.098 a 0,781 mg/ml et de 0,781 a
6.25 mg/ml avec des effets variant entre bactéricides et bactériostatiques sur

[’ensemble des souches testées.
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Tableaul9. Concentration inhibitrice minimale (CMI) des huiles essentielles étudiées individuellement et en

association
CMI (mg/ml)

Microorganismes Huiles essentielles Mélange des huiles

T. fontanesii R. officinalis S. argentea T.f/R.o T.f/S.a R.0/S.a T.f/R.0/S.a
Gram-négative bactéries
E. coli ATCC 8739 6.25 +0.1 25+0.1 04+0.1 12.5+0.9 0.781+0.2 5+£0.3 3.125+0.9
P. aeruginosaCip A22 3.125+ 0.6 12.5+ 0.8+0.1 12.5+0.9 3.125+0.3 1.25 +0.1 0.4+0.1
S. typhi ATCC 14028 1.563 +0.1 12.5 +£0.5 1.5+0.6 12.5+0.9 6.25+0.1 2.5+00 1.563+0.5
Gram-positive bactérie
S. aureus ATCC 25923 1.563 +£0.1 12.5+0.5 02+0.0 12.5+0.9 0.098 £0.1 0.625+0.2 0.09+0.0
C. sporogenes ATCC 19404 3.125 £0.6 12.5+ 0.5 3.1+£0.5 12.5+0.9 0.098 0.1 2.5+00 0.19+0.1
B. subtilisATCC 6633 3.125+0.6 12.5+0.5 0.05+0.01 12.5+0.9 6.25+0.1 1.25+0.1 1.56 0.5
E. faecalis ATCC 7314 1.563 £ 0.1 1.563+ 0.1 3.1£0.8 12.5+0.9 0.781+0.2 5+£03 3.125+0.9
L. rhamnosusATCC 53103 12.5+0.9 25+0.1 0.02+0.01 6.25+0.1 6.25+0.1 1.25£0.1 6.25+£0.2

Les valeurs sont représentées comme moyennes + SEM; S: Synergie; T.f/R.0: mélange de T. fontanesii et R. Officinalis (1/1); T.f/S.a: mélange de T.
fontanesii et S. argentea (1/1); R.0/S.a: mélange de R. officinalis et S. argentea (1/1) ; T.f /R.0 /S.a: mélange de T. fontanesii, R. officinalis et S.

argentea (1/1/1)
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Tableau20. Concentration

minimale bactéricide (CMB) des huiles essentielles étudiées individuellement ou en

association
CMB (mg/ml)

Microorganismes Huiles essentielles Mélange des huiles

T. fontanesii R. officinalis S. argentea T.fIR.0 T.flS.a R.0/S.a Tf/R.0/S.a
Gram-négative bactéries
E. coli ATCC 8739 12.5+0.9 25+1.5 1.5+ 0.4 125+15 6.25+0.05 20 £1.5 3.12+0.01
P. aeruginosaCip A22 3.12+£0.6 25+0.9 31408 12.5+0.9 12.5+0.9 20+0.9 1.56 £0.01
S. typhi ATCC 14028 3.12+0.1 25+1.5 154 0.6 12.5+0.9 6.25+0.8 10+0.6 125+0.9
Gram-positive bactérie
S. aureus ATCC 25923 3.12+0.6 25+£1.5 02+ 0.01 125+15 0.781+0.01 2.5+0.01 0.195+0.01
C. sporogenes ATCC 19404 6.25 +0.05 25+0.9 31408 50+1.5 3.125+005 25+04 3.12+0.01
B. subtilisSATCC 6633 6.25+0.9 25+0.6 0.2+ 001 12.5+0.6 6.25+0.9 5+£04 6.25+04
E. faecalis ATCC 7314 1.56 +0.01 6.25+ 0.6 31404 12.5+0.1 6.25+0.6 5+0.05 3.12+0.6
L. rhamnosusATCC 53103 50 +1.5 25+£1.5 0.1+ 0.01 50+ 1.5 6.25 +£0.6 2.5+0.01 6.25£0.6

Les valeurs sont représentées comme moyennes + SEM; S: Synergie T.f/R.0: mélange de T. fontanesii et R. Officinalis (1/1); T.f/S.a:
mélange de T. fontanesii et S. argentea (1/1); R.0/S.a: mélange de R. officinalis et S. argentea (1/1) ; T.f /R.0 /S.a: mélange de T. fontanesii,

R. officinalis et S. argentea (1/1/1)
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Tableau2l. Effets bactéricides et bactériostatiques des huiles essentielles étudi¢es individuellement ou en

association

CMB/ CMI

Microorganismes Huiles essentielles Mélange des huiles
T.fontanesii  R. officinalis  S.argentea T.f/Ro T.f/Sa R.0/Sa T.f/R.0/S.a

Gram-négative bactéries

E. coli ATCC 8739 2 1 4 1 8 4 1
P. aeruginosaCip A22 1 2 4 1 4 16 4
S. typhi ATCC 14028 2 2 1 1 1 4 8
Gram-positive bactérie

S. aureus ATCC 25923 2 2 1 1 8 4 2
C. sporogenes ATCC 19404 2 2 1 4 32 1 16
B. subtiliSATCC 6633 2 2 4 1 1 4 4
E. faecalis ATCC 7314 1 4 1 1 8 1 1
L. rhamnosusATCC 53103 4 1 5 2 1 2 1

Les valeurs sont représentées comme moyennes = SEM; S: Synergie; T.f/R.0: mélange de T. fontanesii et R. Officinalis
(1/1);T.f/S.a: mélange de T. fontanesii et S. argentea (1/1); R.0/S.a: mélange de R. officinalis et S. argentea (1/1) ; T.f /R.0 /S.a:

mélange de T. fontanesii, R. officinalis et S. argentea (1/1/1)
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Discussion

De nombreux travaux rapportés que [’activité biologique d’une huile
essentielle est en rapport avec les composés majoritaires, plus
particulierement la nature de leurs groupements fonctionnels et les possibles
effets synergiques entre les constituants [63], cette activité est encore
attribuable a une ou plusieurs molécules actives présentes méme en faible
proportion dans les huiles essentielles qui peuvent agir de maniére synergique

[60,62].

Ainsi la plupart des propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles
sont dues a la présence de terpénoides oxygénés, en particulier de terpénes
phénoliques, de phénylpropanoides et d’alcools. L’activité de ces molécules
dépend, a la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du
caractére hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les molécules

oxygénées sont généralement plus actives que les hydrocarbonées [60].

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles dépend également du
type des microorganismes ciblés, elle est variable d’une souche bactérienne a
une autre. Elles peuvent étre bactéricides ou bactériostatiques [63]. En effet
dans cette étude, toutes les huiles essentielles examinées ont montré une
activité antimicrobienne vis-a-vis des souches testées. D’aprés les zones
d’inhibition générées par les huiles essentielles ¢étudiées, les huiles
essentielles de S. argentea, A. verticulata et T. fontanesii ont présenté les
meilleures activités sur 1’ensemble des souches testées. Tandis que celles de
S. candidissima et R. officinalis ont affichées une activit¢ modérée si non
moyennement faible vis-a-vis de toutes les bactéries testées. Le potentiel
inhibiteur des huiles essentielles a ¢été confirmé par les tests de la

détermination des CMI.

L’huile essentielle de S. argentea a affiché des effets inhibiteurs
remarquables contre la majorité des souches y compris L. rhamnosus, B.
subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli et P. aeruginosa avec des CMI allant de
0.02 a 0.8mg/ml. Cette activité antibactérienne peut étre expliquée par la
richesse de cette huile en diterpénes oxygénés (48,3%) tels que le ferruginol

(19,5%), le dihydroferruginol, le cis-ferruginol et [’abitatriene qui sont
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présents a des proportions importantes. Selon quelques études réalisées sur
les diterpénes de type abiétane tel que le ferruginol, qui montrent que ces
composés renferment diverses activités biologiques notamment antifongiques

et antibactériennes [198, 210,211].

Une corrélation entre [’efficacité antibactérienne obtenue dans les huiles
essentielles et leur composition chimique suggére que cette activité peut étre
attribuée a la présence de la concentration relativement élevée en carvacrol et
en thymol. Plusieurs rapports ont montré que le carvacrol et le thymol exercés
un effet antibactérien important, ces deux molécules semblent capables de
libérer les lipo-polysaccharides et d’augmenter la perméabilit¢é membranaire

en désintégrant la membrane externe des bactéries [33,64,212,213].

En effet, les huiles essentielles de A. verticillata riche en carvacrol a
présenté des effets antimicrobiens important contre les deux souches
fongiques C. albicans ATCC 10231 (CMI=0.4mg/ml) et C. albicans
ATCC 4226 (CMI=0.8mg/ml). Tandis que les CMIs les plus faibles vis-a-vis
des souches bactériennes ont été observées chez E. coli (0,2 mg/ml), L.
rhamnosus (0,4 mg/ml), B. cereus (0,2 mg/ml) et S. Typhi (0,2 et mg/ml).
Selon 1’étude réalisée par Attou et al, les HEs de A. verticillata ont montré
une forte activité antimicrobienne contre cinq souches bactériennes et une

souche fongique avec des CMI allant de 0.78 a 2.34 mg/ml [82].

La présence d’une quantité importante de carvacrol et de p-cymene dans
I’HE de A. verticillata explique aussi bien sa forte activité antimicrobienne

due a I’effet synergique remarquable résultant entre ces deux molécules [34].

Il est intéressant de noter que les deux huiles essentielles de A.
verticillata et de S. argentea testées ont enregistré des résultats de CMI tres
efficaces ainsi des effets bactéricides contre la souche bactérienne Salmonelle
typhi sachant que plusieurs recherches ont montré que cette bactérie a Gram-
négatif a présenter une trés grande résistance aux agents antimicrobiens. En
effet, pour les différentes huiles testées, la souche Pseudomonas aeruginosa a
Gram (-) semble étre la plus résistant avec des CMI variant entre 0.4 a 12.5
mg/ml. Ceci est en relation avec la nature de sa membrane externe. En
parallele les bactéries a Gram positif ont ¢té un peu plus sensibles que les
souches a Gram négatif.
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L’importance microbienne de 1’huile essentielle de T. fontanesii est en
relation avec sa teneur élevée en thymol (76.6 %). Les deux bactéries a Gram
(+) ; S. aureus et E. faecalis, et la bactérie a Gram (-) ; S. typhi se sont
avérées €tre les agents pathogeénes les plus inhibés par I'huile essentielle de T.
fontanesii avec une CMI de I’ordre de 1.56 mg/ml et des CMB allant de 1.56 a
3.12 mg/ml avec des effets bactéricides sur I’ensemble des souches testées.
Cependant, plusieurs auteurs avancent que les huiles essentielles riches en
dérivé phénolique tel que le thymol, posseédent des activités antimicrobiennes

intéressantes [33,64,70].

Selon I’¢tude réalisée par Dob et al, 1’huile de T. fontanesii a exercé une
forte activité antifongique et antibactérienne notamment contre les bactéries a

Gram positif [160].

L'huile essentielle de S. candidissima a présenté une activité
antimicrobienne modérée sur la majorité des souches testées, la souche la plus
sensible a été E. coli avec une CMI de 1.5 mg/ml, cette activité peut étre due
par la teneur ¢élevée du pulegone (32,1%). En effet les propriétés
antimicrobiennes de 1'huile de Calamintha nepeta et son chémotype la

pulégone a été déja étudiée et a prouvé son efficacité [116, 214,215].

D’autre par les CMI enregistrées par la combinaison des huiles de S.
argentea et de A. verticulata semblent présenter les meilleurs effets
inhibiteurs sur E. coli, S. Typhi, C. sporogenes et E. faecalis avec
respectivement des CMI de 0.1 mg/ml,0.7 mg/l, 0.8 mg/ml et 0.7 mg/ml, cela
peut étre expliqué par I’effet synergique exercer par les composées qui sont
présents dans le mélange, c'est-a-dire 1’association de carvacrol (27,9%), le
limonéne (12,7%), la pulegone (12,6%), le p-cymene(12,6%), de y-terpinéne
(7,5%), (E)-phytol (5.1%), abitatriéne (3.6%) et ferruginol (2.1%).

Cependant la combinaison des 3 huiles essentielles de S. argentea, A.
verticulata et S. candidissima été efficace contre les souches de E. Coli et B.

cereus avec respectivement des CMI de 0.4 mg/l et 0.7 mg/ml, cette activité

peut étre due par ’augmentation du pourcentage du pulegone (32,1%).

Le mélange des 3 huiles essentielles de T. fontanesii /S. argentea/R.

officinalis présente I’effet inhibiteur le plus important vis-a-vis de la souche
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P. aeruginosa a Gram(-) (CMI=0.4mg/ml). Il s’avére que l'association du
thymol, ferruginol et du p-cymeéne, augmente considérablement l'activité
antimicrobienne, c¢’est a dire un effet synergique important.

Certains chercheurs ont étudié l’effet synergique ou antagoniste des
mélanges des huiles essentielles tel que : (Thymus vulgaris et Pimpinella
anisum), et (Fennel, coriander, Ajowan et Caraway) [205,216]. D’autres
mélanges des huiles essentielles ont également prouvé leur efficacité y
compris I’origan et le thym, 1’origan et la marjolaine, le thym et la sauge qui
ont exercé un fort pouvoir antibactérien contre Pseudomonas aeruginosa,

Bacillus cereus, Listeria monocytogenes et Escherichia coli [191]

De fagon générale le mode d’action des huiles essentielles dépend du type
et des caractéristiques des composants actifs, notamment leur propriété
hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire
un changement de conformation des enzymes de la membrane, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K+): ce mécanisme a été
prouvé contre les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus) et a Gram
négatif (E. coli) et levure (Candida albicans) in vitro avec [’huile de

Melaleuca alternifolia [217].
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IV. MATERIELS ET METHODES

IV.1. Matériel végétal

La matiére végétale de Ammoides verticillata, Satureja candidissima,
Salvia argentea, Thymus fontanesii, Rosmarinus officinalis et Artemisia
herba-alba ont été identifiées conjointement avec le Professeur BNABADIJI
NOURY du Laboratoire de botanique d'Ecologie et gestion des écosystémes de
I'Université de Tlemcen et le Docteur HASSANI CHOUKRI du laboratoire de
botanique, Département de Biologie, Faculté des sciences, Université de

Tlemcen.

Pour chaque espéce étudiée, le matériel végétal a été prélevé sur plusieurs
endroits réparties dans la wilaya de Tlemcen, Ain Témouchent et Sidi Bel
Abbes. Les campagnes d‘échantillonnage se sont déroulées sur diverses
périodes de 1‘année en fonction de 1°état végétatif (Tableau 22). Les parties
utilisées ont été coupées en petit morceaux, séchées dans un endroit bien aéré,
a une température ambiante et a 1’abri de la lumicére pour éviter toute

modification ou dégradation des constituants présents.

Les cordonnées GPS des différentes stations sont représentés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 23 : Répartition géographique des différents échantillons étudiés

Echantillons Régions Altitudes | CordonnéesGPS
im)
S1 Sidi Safi 1 250 35°16'26.89"N
S2 Sidi Safi 2 220 35°16'36.01"N
S3 Sidi Safi 3 200 35°15'53.11"N
S4 Beni saf 185 35°15'59.41"N
S5 Zarifet 835 34°51'8.37"N
S6 Ain fettouh 1125 34°50'8.77"N
S7 Mafrouche (Terny) 1100 34°47'46.41"N
S8 Lalla Setti 1000 34°51'57.59"N
S1 Sidi Belabbes (Tanezera) I 764 34°58'18.73"N
S2 Sidi Belabbes (Tanezera) II 891 34°58'32.16"N
S3 Ain Témouchent (Aghlal) I 535 35°12'26.13"N
S4 Ain Témouchent (Aghlal) II 544 35°12'8.33"N
S5 Sidi Belabbes (Sidi Ali Benyoub) 820 34°54'59.06"N
|
S6 Sidi Belabbes (Sidi Ali Benyoub) 852 34°55'46.58"N
11

. s candidissima ]
S1 Sidi Safi 1 215 35°16'46.74"N
S2 Sidi Safi 2 222 35°16'43.96"N




S3 Sidi Safi 3 263 35°16'22.58"N

1157 ]34°39'33.3"N

Sebdou (Gor 1257 34°42'01.7"N

S1 Plateau Lalla Setti (parc notionnel 1026 34°38'00.0"N
de Tlemcen)

IV.2. Extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles a ¢été réalisée par hydrodistillation
dans un appareil de type clevenger dans le respect du procédé validé par la
pharmacopée européenne. La matiere végétale (500-700g) a été distillée
pendant 5h. Les huiles essentielles récupérées ont été conservées dans des

flacons en verre ambré a une température de 4°C.

Figure 27 : Dispositif de I’extraction des huiles essentielles de type

Clevenger

IV.3. Rendement

Le rendement en huile essentielle est défini par le rapport entre le poids
de 1’huile extraite et le poids du matériel végétal utilisé. Il est exprimé en

pourcentage (%), et calculé selon la formule suivante :
Rdt (%) = (P1/P2) x 100 (AFNOR 1986).
P1: poids du de 1’huile essentiel extraite

P2: poids de la mati¢re végétale séché de départ.
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IV.4. Fractionnement des huiles essentielles par chromatographie

sur colonne

C’est une méthode de séparation et de purification des constituants d’un
mélange par migration dans une colonne qui est constituée de deux phases ;
une phase stationnaire (gel de silice) et une phase mobile (éluant).Cette
technique exploite la différence de polarité entre les composés, ce qui permet

la séparation des molécules.

Le fractionnement des huiles essentielles a été réalisé sur une colonne
chromatographique frittée, celle-ci a été remplie par un mélange de silice-
pentane qui constitue la phase stationnaire. On a introduit 2g de notre
¢chantillon. L’¢élution a été effectuée par gradients de polarité dans le but de
séparer les hydrocarbonés des oxygénés. En premier nous avons utilisé le
pentane (moins polaire) pour récupérer la fraction hydrocarbonée. En seconde

lieu, nous avons utilisé de 1’éther afin de récupérer les fractions oxygénées.

Figure 28 : Fractionnement des huiles essentielles

Les fractions oxygénées ont été récupérées et analysées dans le but
d’identifier leurs profils chimiques et par la suite 1’évaluation des activités

biologiques.

IV.5. Méthodes d’analyse des huiles essentielles, leur mélange

ainsi que les deux fractions oxygénées.

L’analyse des huiles essentielles, c’est une étape importante qui consiste
en des méthodes de séparation et d’identification des composants, pour en
contrdler la qualité et la régularité en vue de sa valorisation. Pour déterminer

la nature des constituants d’un mélange complexe l'analyse s'effectue
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habituellement par le couplage d'une technique chromatographique,
généralement la CPG, avec une technique d'identification spectrale,
généralement la SM. Cette étape est habituellement suffisante dans les cas
d’analyse de routine des huiles essentielles c'est-a-dire les constituants ne

présentent pas de difficultés d'identification.

IV.5.1. Analyse par CPG/FID

Les analyses CPG ont été effectuées a l'aide d‘un chromatographe Perkin
Elmer Clarus 600 GC (Walhton, MA, USA) équipé¢ d'un seul injecteur et d'un
systeme de détection d'ionisation a double flamme (FID). L'appareil est doté
simultané de deux colonnes capillaires en silice fondue (60m x 0,22 mm ID,
épaisseur du film 0,25 pm) avec différentes phases stationnaires : apolaire
Rtx-1 (polydiméthylsiloxane) et polaire Rtx-Wax (polyéthyléneglycol). La
température a ¢été programmée de 60°C a 230°C a 2 °C/min et ensuite
maintenue isothermiquement a 230°C pendant 30 minutes. La température de

I'injecteur et du détecteur a été maintenue a 280 °C.

Les échantillons ont été injectés en mode split avec un rapport de fraction
de 1/80. L’¢lution est assurée par un gaz vecteur de I'hydrogeéne, avec un débit
de 0,7 ml/ min. Le volume injecté est de 0,1 pL. Les indices de rétentions (IR)

des composés ont été déterminés a partir du logiciel Perkin-Elmer.
IV.5.2. Conditions CPG-SM

Les huiles essentielles ont ¢été analysées a 1'aide d'un analyseur
quadripolaire Perkin Elmer Turbo Mass, directement couplé a un Perkin Elmer
Autosystem XL doté de deux colonnes capillaires en silice fondue (60 m x
0,22 mm, épaisseur du film 0,25 pum), apolaire Rtx-1 (polydiméthylsiloxane)
et polaire RtxWax (polyéthyléne glycol). Les autres conditions de GPC
(programmation de température, gaz vecteur, etc.) sont les mémes que celles
décrites ci-dessus. Les spectres de masse obtenus par impact ¢lectronique (EI)
ont été acquis avec une plage de masses de 35 a 350 Da, un temps de balayage
de 1s. la température de la source d’ions est de 150 °C avec une énergie
d’ionisation de 70 eV. Le volume injecté d'huile était de 0,1 pL et le volume

de fraction injectée de 0,2 pL.
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IV.6. Identification des composés

L¢identification de chaque composé des mélanges a ¢été réalisée par
comparaison :

(1) Des indices de rétention, calculés respectivement sur colonne
polaire et apolaire avec ceux de composés standards (bibliothéque laboratoire)
ou ceux rapportés dans la littérature

(i1) Des spectres de masse (impact ¢&lectronique) avec ceux de
composés standards (bibliotheque laboratoire) ou ceux présents dans les

banques informatisées.
IV.7. Quantification des composés

La quantification des constituants a été réalisée a 1‘aide d‘un Détecteur a
Ionisation de Flamme par normalisation interne des aires des pics a 1‘aide des
facteurs de réponses calculés par rapport au tridécane utilisé comme étalon
interne, selon la méthode décrite par [218] et adaptée au sein du laboratoire

CPN [219].
IV.8. Outil statistique

Les études statistiques ont été menées avec le logiciel R (R Foundation —
Institute for Statistics and Mathematics, Autriche). Les Analyses en
Composante Principale (ACP) ont été réalisées avec des matrices de type
Pearson en utilisant la fonction « PCA ». Les Classifications Ascendante
Hierachique (CAH) et les dendrogrammes résultants ont été effectuées avec
des matrices de dissimilarités calculées en distance euclidienne et la méthode

dcagrégation choisie systématiquement est le lien moyen (package « classif »).
IV.9. Activités biologiques

IV.9.1. Activité antioxydante
IV.9.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

Une solution éthanolique de 0,06 mM de DPPH- est mélangée avec
différentes concentrations des huiles essentielles. Mettre ImL de chaque
dilution de ces extraits dans un tube a essai, ajouter 1mL de solution
é¢thanolique de DPPH, puis laisser incuber 30 min a [’abri de la lumiére a
température ambiante. Lire 1’absorbance a 517 nm contre un blanc qui

contient de 1’éthanol pur. Répéter les mémes opérations, en remplacant les
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extraits par le BHT (control positif) et 1’éthanol pur (control négatif). Toutes

les opérations sont réalisées en triplicata [220].

1% = [(AC — AE) / AC] x 100

AC: Absorbance du controle ; AT: Absorbance des échantillons tester

- Calcul des ICso : ICso ou concentration inhibitrice a 50% est la

concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical

DPPH®°.

v' ﬁ‘? -
CEETE L LA
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e

Figure 29 : Réduction du radical DPPH du violet au jaune.

Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions testées.
IV.9.1.2. Réduction du pouvoir antioxydant ferrique (FRAP)

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986)
[221]. Les différentes concentrations des extraits dans 1’éthanol (I ml) sont
mélangées avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5
ml de ferricyanure de potassium [K3 Fe(CN)s] (1%). Les mélanges sont
incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2,5 ml d’acide trichloracétique (10%)
est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. A la fin,
2,5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2,5 ml de

1’eau distillée et 0,5 ml de FeCls, 6H2 0 (0.1%).

Apres 30 min d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 700 nm en utilisant
un spectrophotométre a double faisceaux visible. L’augmentation de
1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la réduction
de fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif. Les analyses ont

été réalisées en triple. Une absorbance accrue de la réaction signifie une
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puissance réductrice accrue et comparée a celle de 1’acide ascorbique comme
référence. Activité chélatant des ions ferreux est testée pour évaluer
I’interaction composé-fer, nous avons réalisé le test de Ferrozine qui évalue la
capacité d’interaction avec le fer, empéchent la formation du complexe entre

la forme méthallique réduite et le ferrozin (Figure 30).

Figure 30. Mécanisme réactionnelle de la méthode FRAP
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IV.9.2. Activité antimicrobienne
IV.9.2. 1. Matériel biologique

L’examen de 1’activité antimicrobienne a ¢été testé pour leur effet
inhibiteur sur 11 souches bactériennes et 2 souches fongique. Les souches
utilisées dans les tests c’est des souches de références font parties des
microorganismes qui sont des pathogénes et des contaminants. Leur
croissance est réalisée a 37°C en milieu liquide Miieller-Hinton Broth (MHB)
et sur gélose Miieller-Hinton. La solubilisation des huiles essentielles a été
réalisée dans DMSO (sulfoxyde de diméthyle, Sigma-Aldrich). L’activité
antimicrobienne de ces solvants a ¢été préalablement testée : aux
concentrations utilisées, ils sont sans effet sur la croissance bactérienne. Le

support microbien est composé selon le tableau suivant :

Tableau 23: Origines des souches utilisées dans les différents tests de

[’activité antibactérienne.

Microorganismes Gram code
Escherichia coli ” ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa é ATCC 27853
Salmonella typhi %D ATCC 43300
§ Staphylococcus aureus ATCC 43300
% Clostridium sporogenes ATCC 19404
= Bacillus subtilis Positives | ATCC 6633
Enterococcus faecalis () ATCC 7314
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103
Bacillus cereus ATCC 14579
Levures C. albicans ATCC 10231
C. albicans ATCC 4226

97



1V.9.2.2. Evaluation de 1’activité antimicrobienne par la méthode de

diffusion par disque.

Cette méthode reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout
utilisée en étape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet
d’accéder a des résultats essentiellement qualitatifs. Elle consiste a déposer
un disque stérile, imbibé d’huile essentielle, sur un tapis bactérien au tout
début de sa croissance. Les boites de Pétri sont déposées a 4°C pendant 02
heures pour permettre une diffusion des huiles essentielles. Aprés incubation
a 37°C pendant 24h la lecture des résultats se fait par la mesure du diaméetre
en mm de la zone d’inhibition ou les bactéries n’ont pas pu se développer.

Pour chaque essai 3 tests ont été réalisés [222].

Des disques des antibiotiques ont été utilisés : ampicilline (10pg) comme

une molécule de référence.

Disque de papier _ -
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle

Incubation a 37°C

Inoculum pendant 24 heures

bactérien

Boite de Pétri Diamétre

avec gélose d'inhibition
nutritive

Figure31 : Principe de la méthode de diffusion par disque
Lecture des résultats :

L’Effet des huiles se traduit par I’apparition autour du disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a [’absence de la croissance dont la
mesure de la distance de la zone est interprétée comme étant : sensible,

intermédiaire ou résistante vis-a-vis du principe actif étudié.
Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité [223]
* (-) souche résistante (D < 8 mm)
» (+) souche sensible (9mm < D < 14mm)

= (+ +) souche tres sensible (I15mm <D <19 mm)
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* (+ + +) extrémement sensible (D >20 mm)

Figure 32 : Exemple d’une zone d’inhibition correspondant a 1’absence de

la croissance des bactéries
1V.9.2. 3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
Technique de microdilution en milieu liquide

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une
gamme de concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation,
I’observation de la gamme permet d’accéder a la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en huile

essentielle capable d’inhiber la croissance bactérienne.

L’huile essentielle a tester est dissoute dans DMSO versé dans des micros
tube stériles, contenant du Miieller-Hinton Broth (MHB). La gamme de
concentration est reproduite dans une microplaque a 96 puits, aprés 18 heures
d’incubation a 37°C, la CMI de I’huile essentielle est déduite a partir
du premier puits de la gamme dépourvu de croissance bactérienne, Chaque

test a été réalisé trois fois au cours de trois expériences successives [222].

Figure 33: Evaluation de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Par la Technique de microdilution en milieu liquide.
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I1V.9.2. 4. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB

et CMF) en milieu solide

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9 % de
I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0,01 % de survivants). Elle définit

I’effet bactéricide d’une huile essentielle.

Juste apreés la lecture des résultats de CMI des prélevements sont
effectués dans chacun des tubes dépourvus de culot bactérien puis déposés

«en strie» sur gélose MH. Les boites ensemencées sont incubées 24 heures a
37°C [222].

Figure 34 : Evaluation de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB et

CMF) en milieu solide
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Conclusion




L’importance ¢économique des plantes médicinales sur la scéne
internationale réside dans leurs bienfaits sur la santé, attribués probablement
a la présence des composés biologiques, notamment les composés phénoliques
et les composés terpéniques. Les plantes aromatiques sont des sources
d'huiles essentielles, leurs composés aromatiques sont utilisés dans les

industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.

En général, les huiles essentielles ont été reconnues comme une ressource
naturelle importante, elles possédent un atout considérable et jouissent d’une
popularité grace a la découverte progressive de leurs propriétés
antibactériennes, antiinflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques,

antioxydantes, stimulantes, calmantes et relaxantes.

L’objectif principal de ce travail était la caractérisation chimique et
biologique de six plantes médicinales poussant a 1’état spontané dans [’ouest
Algérien pour leurs utilisations médicinales qui peuvent étre en lien avec
leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Il s’agit de Ammoides
verticillata, Satureja candidissima, Salvia argentea, Thymus fontanesii,
Rosmarinus officinalis et Artemisia herba-alba. Ces plantes sont aussi

largement utilisées dans la médecine traditionnelle algérienne.

Par ailleurs nous nous sommes intéressés également dans ce travail a
¢tudier la composition chimique des mélanges des huiles essentielles ainsi
que leurs effets synergiques sur 1’activité antioxydante et antimicrobienne de
ces six plantes. Et en fin 1’étude de la fraction oxygénée des deux huiles
essentielles de T. fontanesii et R. officinalis ainsi que 1’¢valuation de leur

activité antioxydante séparément et en combinaison.

Le travail mené sur les profils chimiques des différentes huiles
essentielles, leur mélange ainsi que les fractions oxygénées a montré que
toutes les fractions des huiles essentielles des six plantes étudiées présentent

des molécules intéressantes.

L’huile essentielle de A. verticillata a été riche par le carvacrol, le
limonéne, p-cymeéne et le y-terpinéne. L’étude a permis de mettre en évidence
une variabilité chimique de 1’huile essentielle en fonction des conditions

d’habitat des spécimens ¢étudiés. Ainsi, le carvacrol se retrouve
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préférentiellement dans les huiles essentielles préparées a partir de végétaux
récoltés dans les sites a faible altitude et un climat humide, alors que le
thymol était le constituant le plus abondant dans les sites a haute altitude et

un climat humide et plus frais.

L'huile essentielle des racines de S. argentea a été riche en composés
oxygénés comme le ferruginol, la pulegone, le (E)-phytol, le 6,7 dihydro
ferruginol et 1’abitatriéne, alors que, les principales composantes de 1’huile
essentielle des parties aériennes ont ¢été les sesquiterpéniques oxygénés
dominées principalement par le germacrene D-4-0l, t-muurolol et le T-cadinol

(13.2%).

L’huile essentielle de S. candidissima a été caractérisée principalement
par la pulegone, le menthol et l'iso-menthone. L'huile essentielle de T.
fanténesii a été riche en thymol et le p-cyméne, alors que 1’huile essentielle
de Artemisia herba-alba a été riche en camphre, chrysanthenone, 1,8-cinéole
et en camphéne. L’huile essentielle de R. officinalis a été caractérisée par la

présence de 1,8-cinéole, I’a-pineéne, le bornéol, le camphre, et le verbénone.

L’¢évaluation de 1’activité antioxydante des huiles essentielles et des
mélanges par les méthodes DPPH et FRAP, ont montré que les huiles

essentielles et leurs mélanges sont dotés d’un pouvoir antioxydant.

Les deux huiles essentielles de A. verticillata riche en carvacrol, S.
argentea riche en diterpénes oxygénés, ont présenté le pouvoir antioxydant le
plus ¢levé avec des ICso les plus faibles. Les huiles essentielles de S.
candidissima (riche en pulégone), T. fontanesii (riche en thymol) et R.
officinalis (une teneur appréciable en 1,8-cinéole) ont montré des effets
antioxydants modérés. L'activité antioxydante la plus faible a été enregistrée

pour 1'huile de A. herba-alba.

Des effets antioxydants synergiques intéressants ont été observés dans les
mélanges des HEs notamment entre A. verticillata/S. candidissima et T.
fontanesii/R. officinalis/A. herba alba dépassent celle exprimer pour chaque
huile testée individuellement et qui ont ¢été parfois meilleurs que les

antioxydants synthétiques.
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Cela veut dire qu’il y a eu des effets synergiques entre les composants
présents dans ces huiles réunies. En revanche la combinaison des deux huiles
de T. fontanesii/A. herba alba et A. verticillata/ S. argentea a montré des

effets antagonistes par le test de DPPH.

Les fractions oxygénées des HEs de T. fontanesii et R. officinalis (riche
en thymol et 1,8 cinéol) ainsi que leurs mélanges ont exprimé des effets
antioxydants meilleurs que ceux des huiles correspondantes et des deux

témoins, 1’acide ascorbique et le BHT.

L’activité antimicrobienne a présenté également des effets inhibiteurs
importants contre toutes les souches testées par les différentes huiles
essentielles, soit individuellement ou en combinaison. Ainsi des effets
bactéricides et fongicides ont été obtenus. Les microorganismes testés tel que
E. coli, S. typhi et S. Aureus sont des espéces pathogénes responsables le plus
souvent des contaminations alimentaires et des infections nosocomiales chez

’homme.

L’effet inhibiteur le plus important a été obtenu par I’HE de S. argentea
qui a montré un trés bon effet contre la majorité des souches y compris L.
rhamnosus, B. subtilis, B. cereus, S. aureus, E. coli et P. Aeruginosa avec des
CMI allant de 0.02 a 0.8 mg/ml. Cette activité antibactérienne peut éEtre
expliquée par la richesse de 1’huile en ferruginol, le dihydroferruginol, le cis-

ferruginol et 1’abitatriene présents a des proportions importantes.

Les huiles essentielles de A. verticillata riches en carvacrol ont présenté
aussi une forte activité antimicrobienne contre deux levures fongique (C.
albicans ATCC10231 et C. albicans ATCC4226) et quatre souches
bactériennes avec des CMIs allant de 0.2 a 0.8 mg/ml. On note également que
I’huile de T. fontanesii riche en thymol a exercé une forte activité
antibactérienne avec des effets bactéricides sur la majorité des souches
testées notamment contre les bactéries a Gram positif (S. aureus, E. faecalis).
Cependant, les HEs de S. candidissima et R. officinalis ont affichées une
activité modérée si non moyennement faible vis-a-vis de toutes les bactéries

testées.
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L’association des huiles de S. argentea et de A. verticulata a permis de
réduire considérablement les CMIs de ces huiles individuellement ainsi de
potentialiser leur activité notamment sur E. coli, S. Typhi, C. sporogenes et E.
faecalis, cela peut étre expliquée par 1’effet synergique exercer par les
composés présents dans ce mélange, c'est-a-dire a [’association du carvacrol,

le limonéne, la pulegon et le p-cymeéne.

D’autre part, le mélange des 3 huiles essentielles de T. fontanesii/S.
argentea/R. officinalis a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis
des bactéries notamment, S. aureus, C. sporogenes et P. aeruginosa qui se
sont montrés les plus sensibles en fonction de leurs valeurs des CMI et de
CMB. Il s’avere que l'association du thymol, ferruginol et du p-cymeéne,

augmente considérablement l'activité antimicrobienne.

Les différents travaux réalisés au cours de cette theése, ont permis de
mettre en évidence les propriétés antioxydantes des huiles essentielles
¢tudiées ainsi que leurs propriétés antibactériennes a 1’égard de plusieurs
bactéries pathogenes et vu des résultats des tests de synergie obtenus avec les
mélanges de huile essentielle des différentes plantes étudiées, nous proposons
d’étendre cette étude a bon nombres d’huiles essentielles que ce soit pour

I’activité antioxydante ou antimicrobienne sur d’autres souches.

Nous proposons également d’étudier d’autres propriétés biologiques de
ces huiles essentielles telles que 1’activité anti-inflammatoire, anticancéreuse,

antidiabétique, antivirale, insecticide et larvicide.

Ces résultats antioxydants et antimicrobiens des huiles testées sont
prometteurs et nous incitent a leur valorisation par la suite avec des tests in
vivo, dans le but d’€tre utilisés comme des agents antioxydants et

antibiotiques d’origine naturel, alternatifs aux produits de synthése.
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Abstract: Background: Antibiotic resistance is today one of the most serious threats to global health, food
security and development. Due to the growing number of infections, treatment becomes more difficult, if
not impossible, because of the loss of antibiotic efficacy.

Objectives: In the present investigation, the chemical composition of essential oils of Ammoides verticillata
and Satureja candidissima and their synergistic effects on antimicrobial activities were investigated.

Methods: The chemical composition of the essential oil was analyzed by Gas Chromatography (GC) and
Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC/MS). The antimicrobial activity of the essential oils was in-
vestigated using dilution-agar method against nine bacterial strains three Gram-negative Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Salmonella typhi (ATCC 14028), and six
Gram-positive: Staphylococcus aureus (ATCC 43300,) Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Enterococcus faecalis (ATCC 7314), Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103) and
Bacillus cereus (ATCC 14579).
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Results: The essential oil of A. verticillata was characterized principally by carvacrol (44,3%), Limonene
(19,3%) and p-cymene (19,2%). The constituents identified of S. candidissima essential oil were principal-
ly oxygenated monoterpenes represented by pulegone (70,4%). The essential oil of 4. verticillata had a
DOI- good antimicrobial activity against four bacterial strains (Escherichia coli, Salmonella typhi, Lactobacillus
10.2174/2211352517666190227161811 rhamnosus and Bacillus cereus) with MIC and MBC values between 0.2-0.4 pl/ml and 0.2-6.2 pl/ml, re-
spectively. While, S. candidissima essential oil had moderate antimicrobial activities against all strains
@ CrossMark with MIC and MBC values between 1.5-6.2 pul/ml and 6.2-12.5 pl/ml, respectively. The results of antimi-
crobial activity of essential oils blend presented higher antimicrobial activity against all tested bacteria
with MIC and MBC values between 0.3-1.5 pl/ml and 0.4-6.2 pl/ml, respectively.
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Conclusion: The essential oils blend presented high antimicrobial activity compared to virgin oils. This
activity can be due to the association of active compounds such as carvacrol and pulegone. These findings
provide a new source of drugs that may help in therapy to lead to the development of a new treatment
based on a combination of these essential oils against gram-negative and gram-positive bacteria that con-
tinue to pose a threat to public health.

Keywords: A. verticillata and S. candidissima, essential oils blend, synergistic effects, food preservative, antimicrobial activi-
ty, virgin oils.

1. INTRODUCTION

Nowadays, essential oils are experiencing unprecedented
infatuation due to their biological properties. In recent years,
essential oils have gained popularity as consumers have de-
veloped a growing awareness of the use of natural ingredients,
especially in food, household and cosmetic products [1, 2].

Bacteria are responsible for many diseases that are dan-
gerous to human health, such as Meningococcal meningitis
or tuberculosis, or other relatively benign diseases such as
gastrointestinal infections and nosocomial infections. Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
Enterococcus sp., Escherichia coli and Bacillus cereus, are
amongst some of the main bacteria with multidrug resistance
and are included in the category of community and hospital-
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acquired pathogens [3].

With the increased resistance of these microorganisms to
antibiotics, the constituents of biomass products appear as
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very attractive substitutes. As stimulants, many essential oils
can help increase the healing rate throughout the body [4].

The antimicrobial properties of some essential oils also
protect the body during these stages of healing. Essential oils
are not only used in monotherapy but have been used in
combination for many years and can create a stronger effect
than the oils would have if used alone [5]. Essential oils can
be used in synergy to broaden the spectrum of their action
and increase their benefits. The possible synergistic effect
produced by the combination of plant essential oils was
referred to as an efficient strategy to combat microbial de-
velopment [6-8]. 4. verticillata and S. candidissima are har-
vested by the local population for their potential uses as al-
ternative remedies for the treatment of many infectious dis-
eases. Many biological activities of Satureja species were
reported in the literature, especially as Antimicrobial, anti-
fungal, anti-inflammatory, stimulant and diuretic effects [9-
12]. The ethnobotanical survey conducted on this specie
shows that the local population of Tlemcen region use this
plant against influenza, intestinal worms, infections, and as a
dressing for burns and wounds.

A. verticillata is much known since antiquity for its uses in
self-medication. It is used for the treatment of gastrointestinal
disorders, lack of appetite and bronchial problems. Many prop-
erties have been reported: fungicidal, antimicrobial, antiviral
and anti-aggregative effects on human beings [13, 14]. Further-
more, no study has investigated the essential oils of S.
candidissima and performed evaluation of antimicrobial proper-
ties of 4. verticillata and S. candidissima essential oils blends.

As part of our search for active natural products to fight
microbial infections, the purpose of the present study was to
(i) determine the chemical composition of essential oil of
both the plants, (ii) antimicrobial effects of each essential oil
against nine clinically important pathogenic microorganisms
and (iii) the possible synergistic impacts of the combination
of both essential oils.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Plant Material

Aerial parts of A. verticillata and S. candidissima were
collected at the flowering stage of May till June, 2017. The
plant material was authenticated by botanists from the labor-
atory of Ecology and Ecosystem Management of the
University of Tlemcen Algeria). Voucher specimens were
deposited with the Herbarium of the University of Tlemcen.

2.2. Essential Oils Extraction

Essential oils were obtained from fresh material by hy-
drodistillation for 5 h using a Clevenger-type apparatus and
yielded (w/w) 2, 6% for A. verticillata and 1, 3% for
S. candidissima.

2.3. Analysis Conditions

GC analyses were carried out using a Perkin Elmer Auto-
system XL GC apparatus equipped with a dual flame ioniza-
tion detection system and fused with Rtx-1 silica capillary
columns (60 m % 0.22 mm 1i.d., 0.25 pm film thickness; pol-
ydimethylsiloxane). The oven temperature was programmed
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to increase from 60-230°C at 2°C/min and was then held
isothermally at 230°C for 35 min. Injector and detector tem-
peratures were maintained at 280°C. The injection volume
was 0.1 pL, as previously reported by Dib et al. [15].

In gas chromatography—mass spectrometry analysis:
samples were analyzed using a Perkin Elmer Turbo mass
detector (quadrupole) coupled to a Perkin Elmer Autosystem
XL equipped with Rtx-1 fused silica capillary columns and
Rtx-Wax (ion source temperature, 150°C; ionization energy,
70 eV). lonization energy MS was acquired over a mass
range of 35-350 Da (scan time, 1 s). Other GC conditions
were the same as described for GC, except the split was
1/80, as previously reported by Dib et al. [15].

The identification of each compound of the mixtures was
carried out by comparison: (i) retention indices calculated re-
spectively on polar and apolar columns with those of standard
compounds (laboratory library "Aréme") or those reported in
the literature; (ii) mass spectra (electronic impact) with those of
standard compounds (laboratory library) or those present in
computerized banks [16-21]. Quantification of constituents was
performed using a Flame Ionization Detector by internal stand-
ardization of peak areas using the calculated response factors
relative to the tridecane (0.7 g.100 g ') used as an internal
standard, according to the method described by Belabbes ez al.
[22] and adapted within the CPN laboratory.

2.4. Antimicrobial Activities
2.4.1. Bacterial Strains

In this study, nine spoilage and pathogenic bacteria were
used. The bacterial strains assayed included three Gram-
negative bacteria: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudo-
monas aeruginosa (ATCC 27853) and Salmonella typhi
(ATCC 14028), six Gram-positive bacteria Staphylococcus
aureus (ATCC 43300,) Clostridium sporogenes (ATCC
19404), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterococcus
faecalis (ATCC 7314), Lactobacillus rhamnosus (ATCC
53103) and Bacillus cereus (ATCC 14579).

2.4.2. Determination of the Antimicrobial Activity of Essen-
tial Oils and their Combinations

A dilution agar method was used to determine the Mini-
mum Inhibitory Concentrations (MIC) and the Minimum Bac-
tericidal Concentration (MBC). Stock solutions were obtained
by dissolving essential oils in dimethylsulfoxide (DMSO 1%).
The concentrations ranging from 0.1 to 100 ul/ml of essential
oils were prepared from a serial of dilutions. Each mixture was
added to Mueller—Hinton agar [23]. The Petri dishes contained
a sterile solution of DMSO and the culture medium were in-
cubated at 37°C for 24 h. The experiments were performed in
triplicate. The bactericidal or bacteriostatic effects were calcu-
lated by the ratio: CBM/CMI. When: MBC/MIC is between 1-
2, the effect is bactericidal; MBC/MIC between 4-16, the ef-
fect is bacteriostatic [24].

2.5. Statistical Analysis

The results were expressed as mean + SD and analyzed
by SAS software, and for the determination of the signifi-
cance levels (n = 3), the values of p < 0.05 were considered
statistically significant. Analysis of each test was performed
in triplicate.
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Table 1. Chemical composition of A. verticillata and S. candidissima essential oils.
Essential Oils
S. No. Compounds IRI* RI* RI™ Identification®
A. verticillata S. candidissima
1 a-Pinene 931 932 1023 0,8 - RI, MS
2 Camphene 943 944 1066 - - RI, MS
3 Sabinene 964 966 1118 0,2 - RI, MS
4 p-Pinene 970 972 1108 - - RI, MS
5 Myrcene 976 982 1159 0,7 - RI, MS
6 p-Cymene 1010 1012 1259 19,2 - RI, MS
7 Limonene 1020 1021 1195 19,3 - RI, MS
8 (Z)-B-Ocimene 1024 1025 1225 - 1,1 RI, MS
9 (E)-B-Ocimene 1034 1036 1241 - 0,1 RI, MS
10 y-Terpinene 1047 1049 1237 11,1 - RI, MS
11 Iso-Menthone 1143 1142 1490 - 4,5 RI, MS
12 Neo-Menthol 1156 1157 1637 - 0,6 RI, MS
13 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 1,1 2,3 RI, MS
14 Menthol 1164 1163 1629 - 52 RI, MS
15 Iso-Menthol 1174 1173 1660 - 0,1 RI, MS
16 Pulegone 1213 1216 1640 - 70,4 RI, MS
17 Carvacrol 1282 1278 2220 443 - RI, MS
18 Piperitenone oxide 1333 1335 1945 - 2,5 RI, MS
19 E-B-Caryophyllene 1424 1418 1583 - L5 RI, MS
20 a-Humulene 1456 1456 1665 0,1 0,1 RI, MS
21 y-Muurolene 1471 1469 1679 0.1 0,8 RI, MS
22 Germacrene D 1480 1474 1692 - 0,5 RI, MS
23 a-Muurolene 1496 1492 1709 - 0,3 RI, MS
Identification % - - - 96,9 92,6 -
Monoterpene hydrocarbons - - 51,3 3,8 -
Sesquiterpene hydrocarbons - - 0,2 3,2 -
Oxygenated monoterpenes - - 45,4 85,6 -

*Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). *Retention indices of literature on the apolar column (IRIa) reported from Konig ef al. “Retention indices on the apolar Rtx-1
column (RIa). “Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode.; Ref,: compounds identified from litera-

ture data Joulain ez al. [17].
3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Chemical Composition of Essential Oils

GC-RI and GC-MS analysis of 4. verticillata and S.
candidissima oils accounted for 96.8 % and 90.6% of the
oils, respectively and allowed the identification of 10 and 18
compounds, respectively. All components were identified by
comparison of their EI-MS and GC retention indices with
those of our laboratory-produced “Aromes” library, with the
exception of two components that were identified by compari-

son with spectral data and retention indices from the literature
(Table 1). The essential oil of 4. verticillata obtained from the
aerial parts was dominated by the monoterpene hydrocarbons
(51, 3%) and oxygenated monoterpenes (45, 4%). The princi-
pal components were carvacrol (44, 3%), limonene (19, 3%),
p-cymene (19, 2%) and y-terpinene (11, 1%). The constituents
identified in the aerial parts of essential oil of S. candidissima
were principally oxygenated monoterpenes represented by
pulegone (70, 4%) and appreciated the amount of menthol (5,
2%) and iso-menthone (4, 5%) (Table 1).
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Table 2. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of essential oils studied individually and in combination.

MIC (pl/ml)

Microorganisms A. verticulata S. candidissima A. verticulata/S. candidissima

Individual Oils 1:1 Combination

Gram-negative bacteria - - -

E. coli 0.2+00 1.5+£0.2 0.3£00
P. aeruginosa 3.1+ 06 3.1+£0.6 1.5+ 0.6
S. Typhi 0.8+0.1 6.2+0.9 1.5£0.3

Gram-positive bacteria

S. aureus 1.5+0.2 6.2+1.1 0.8 +0.1
C. sporogenes 3.1+0.5 3.1+£0.8 1.5+0.9
B. subtilis 1.2+0.1 32+0.6 0.7+0.1
E. faecalis 1.5+0.3 6.2+0.9 1.5+0.8
L. rhamnosus 04+0.1 3.1+0.6 0.8+0.1
B. cereus 0.4+0.1 62+12 0.8 +0.1

Values are represented as mean + SEM

Table 3. Minimal Bactericidal Concentration (MCB) of essential oils studied individually and in combination.

MBC (u/mL)

Microorganisms A. verticulata S. candidissima A. verticulata/S. candidissima

Individual oils 1:1 Combination

Gram-negative bacteria - - -

E. coli 0.2+00 62+1.1 04+0.1
P. aeruginosa 6.2+1.1 6.2+0.9 3.1+£0.8
S. Typhi 1.5+0.6 125+ 1.5 3.1£0.9

Gram-positive bacteria - - -

S. aureus 6.2+0.9 6.2+0.6 0.8+ 00
C. sporogenes 3.1+£09 6.2+0.8 1.5+£0.2
B. subtilis 3.1+0.6 62+1.1 1.5+£0.6
E. faecalis 3.1+0.2 125+1.6 3.1+0.6
L. rhamnosus 1.6 +0.8 6.2+0.9 3.1+04
B. cereus 0.8+0.1 12.5+2.0 6.2+0.7

Values are represented as mean + SEM

Table 4. Bactericidal and bacteriostatic effects of essential oils studied individually and in combination.

MCB/MIC (nl/ml)

Microorganisms A. verticulata S. candidissima A. verticulata/S. candidissima

Individual oils 1:1 Combination

Gram-negative bacteria - - -

E. coli 1 4 1

Table 4. Contd...
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MCB/MIC (pl/ml)
Microorganisms A. verticulata S. candidissima A. verticulata/S. candidissima
Individual oils 1:1 Combination
P. aeruginosa 2 2 4
S. Typhi 2 2 2
Gram-positive bacteria

S. aureus 4 2 1

C. sporogenes 1 2 2

B. subtilis 2 2 4

E. faecalis 2 2 2

L. rhamnosus 4 2 4

B. cereus 2 2 8

Relative to the studies reported previously in the litera-
ture, the chemical composition of 4. verticillata essential oil
studied presented the same profile as the other's origins. Car-
vacrol was reported as the main component of the oil from
Turkey (61, 3%), India (55, 7%) and Egypt (41, 0%) [11-23].
whereas the major components of west Algeria oil were
thymol (51, 6%), limonene (18,2%), y-terpinene (11.7%) and
p-cymene (10, 4%) [13]. The previous work on the phyto-
chemical content of the essential oils of Saturja species has
identified pulegone and menthone as the major components.
Furthermore, the phytochemical content of the essential oil
of S. spinosa (Tabanca) has identified linalool as the major
component. S. calamintha subsp. nepeta from Portugal
showed that isomenthone, 1, 8-cineole and trans-isopulegone
were the dominant components. The chemical composition
of samples of Calamintha nepeta essential oil, in wild
growth in Corsica made it possible to determine the exist-
ence of three chemotypes, Half of the samples were charac-
terized by a menthone/pulegone chemotype and the other
samples presented the pulegone, piperitone and piperone
oxide as the major components [12-27].

3.2. Determination of Antimicrobial Activity and their
Synergistic Effect Between the Essential Qils

The antimicrobial activity of the essential oils was inves-
tigated using dilution-agar method against nine bacterial
strains, three Gram-negative: E. coli, P. aeruginosa and S.
typhi, and six Gram-positive: S. aureus, C. sporogenes, B.
subtilis, E. faecalis, L. rhamnosus and B. cereus (Table 2 and
3). In this study, A. verticillata essential oil exhibited the
best antibacterial activity. The higher MIC and MCB were
shown in E. coli (0.2 and 0.2 pl/ml, respectively), L.
rhamnosus (0.4 and 1.6 pl/ml, respectively), B. cereus (0.2
and 0.8 pl/ml, respectively) and S. Typhi (0.2 and 1.5 pl/ml,
respectively), but the lower MIC and MBC were observed in
P. aeruginosa, S. aureus, C. sporogenes, B. subtilis and E.
faecalis with MIC and MBC values ranging from 1.2-3.1
pul/ml and 3.1-6.2 pl/ml respectively. However, S.
candidissima essential oil presented the lower antimicrobial
activity, with MIC and MBC values ranged from 1.5-6.2
pul/ml and 6.2-12.5 pl/ml, respectively (Table 2 and 3).

As shown in Table 4, the ratio MBC/MIC obtained, showed
that the essential oil of A. verticillata had bactericidal effects
against all bacterial species tested, except for S. aureus and
L. rhamnosus. However, S. candidissima essential oil had a
bacteriostatic effect against E. coli only.

The antimicrobial activity of essential oils blends exam-
ined in this study is presented in Tables 2 and 3. 4.
verticillata and S. candidissima essential oils blends dis-
played important synergistic effect against P. aeruginosa, S.
aureus, C. sporogenes and B. subtilis with MIC and MBC
ranging from0.7-1.5 pl/ml and 0.8-3.1 pl/ml, respectively.
On the other hand, the essential oils blend showed a bacteri-
cidal effect against two Gram-negative bacteria (E. coli and
S. typhi) and three Gram-positive (S. aureus, C. sporogenes
and E. faecalis).

A majority of the antimicrobial properties of essential
oils are due to the presence of oxygenated terpenoids, espe-
cially phenolic terpenes, phenyl propanoids and alcohols. A
correlation between the achieved antibacterials’ effectiveness
studied in virgin essential oils and their chemical composition
suggests that this activity may be ascribed to the presence of
the relatively high concentration of carvacrol and pulegone.
Several reports have shown that carvacrol exerts an
antibacterial effect by disintegrating the outer membrane and
disrupting the cytoplasmic membrane of bacteria [28, 29].

On the other hand, the previous works showed that the
essential oil of 4. verticillata has a powerful antimicrobial
activity against four gram-positive bacteria (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Micro-
coccus luteus) and one gram-negative (Escherichia coli)
[30]. Pulegone exhibited high antimicrobial activity on Sal-
monella typhimurium, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus [31, 32]. It is noteworthy to observe that most of the-
se distinct synergisms are between compounds, which exhib-
ited strong antimicrobial activity when tested alone. Based
on obtained results, it is obvious that all the synergistic ob-
served interactions can be related to the association of car-
vacrol and pulegone since these compounds seem to be re-
sponsible for the antimicrobial activity [33].
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CONCLUSION

In the present investigation, chemical composition and
antimicrobial activities of A. verticillate and S. candidissima
essential oils, as well as synergism of their combinations
were investigated. A. verticillata essential oil exhibited the
best antibacterial activity against E. coli, L. rhamnosus, B.
cereus and S. typhi, while, A. verticillata and S. candidissima
essential oils blend displayed important synergistic effect
with a best antibacterial activity against P. aeruginosa, S.
aureus, C. sporogenes and B. subtilis. These results, there-
fore, represent a basis for further studies that could lead to
the development of a new treatment based on a combination
of A. verticillate and S. candidissima essential oils for the
treatment of infectious diseases.
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Abstract

Introduction: Oxidative stress is involved in many pathological mechanisms especially those due to aging, such as cancer, Parkinson’s and
Alzheimer’s disease. Essential oils are known for their biological properties, especially as anti-nociceptive, anticancer, antiviral and antioxidative.
The main objective of this study was to study the antioxidant activity of essential oils from Thymus fontanesii, Artemisia herba-alba and Rosmarinus
officinalis, individually and in combinations.

Materials and Methods: Essential oils of plants aerial parts were analyzed by gas chromatography (GC) and gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS). The antioxidant properties were evaluated using two different methods, o, a-diphenyl-p-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity
and ferric reducing antioxidant power (FRAP).

Results: The essential oil of T. fontanesii was principally characterized by phenolic compounds represented by thymol (76.6%) and p-cymene
(7.4%). The constituents identified from A. herba-alba essential oil were principally represented by camphor (32.3%) and chrysanthenone (25.6%).
While, R. officinalis essential oil was characterized by 1,8-cineole (18.3%), camphene (15.4%) and a-pinene (12.8%). T. fontanesii essential oil
indicated the significantly highest activity in quenching of DPPH radical, followed by R. officinalis and A. herba-alba essential oils with IC, of 13.7,
24.5 and 79.4 mg/L, respectively. The combination of T. fontanesii, A. herba-alba and R. officinalis essential oils showed the greatest antioxidant
activity with an IC, of 2.6 mg/L almost equal to the synthetic antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT).

Conclusions: The essential oils blend presented high antioxidant activity compared to individual oils. These findings provide a new source of
antioxidant that can be used as a natural food preservative and alternative to chemical synthetic preservatives.

Keywords: Essential Oils, Antioxidant Activities, Synergistic Effects
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Introduction

In an attempt to preserve human health and avoid auto-
oxidation affecting both the sensory and nutritional quality of
foods, syntheticpreservatives such asbutylated hydroxytoluene
(BHT) and butylated hydroxyanisole were introduced in the
food industry. However, with the current resurgence of interest
in the application of safe organic materials instead of synthetic
materials, which are suspected for their carcinogenicity,
essential oils are increasingly sought as natural alternatives."?
Essential oils represent a “green” alternative in the nutritional
and pharmaceutical fields due to their incredible biological
properties.>* Essential oils are not only used in monotherapy
but also have been used in combinations for many years.* They
are used to act synergistically to further enhance their effects.
The possible synergistic effect produced by the combination
of plant essential oils was referred as an efficient strategy to

inhibit or reduce the natural oxidation process of foods.® The
combination of essential oils with antioxidant effects approach
may lead to new naturel preservatives. A Few research have
studied the synergistic effect of plant essential oils. Grosso
et al suggested that the combination of thymol, carvacrol
and thymoquinone in the volatile oil of Satureja montana
may be responsible for the increase in antioxidant activity,
using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
scavenging and rancimat methods.” Thymus fontanesii and
Rosmarinus officinalis belong to the Lamiaceae family. While,
Artemisia herba-alba belongs to the Asteraceae family. These
species are especially known for their important biological
properties such as antibacterial and antioxidant activities.
To our knowledge, no study has investigated the antioxidant
properties of T. fontanesii, A. herba-alba and R. officinalis
essential oils blend. The purpose of the present study was (i)
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to determine the chemical composition of the essential oil of
these plants, (ii) to evaluate the antioxidant power of each
essential oil by DPPH and FRAP assays and (iii) to investigate
the possible synergistic impacts of the combination of three
essential oils.

Materials and Methods

Plant Material and Extraction of the Oils

Aerial parts of T. fontanesii, A. herba-alba and R. officinalis
were collected at the flowering stage on May to June, 2017.
The plant materials were botanically identified by the
Laboratory of Ecology and Ecosystem Management of the
University of Tlemcen, Algeria. Voucher specimens were
deposited with the Herbarium of the University of Tlemcen.
T. fontanesii (T.on.04/2018), A. herba-alba (A.h.a.05.2018)
and R. officinalis (R.of 04/2018).

Essential oils were obtained from fresh material (300-400
g) by hydrodistillation for 5 hours using a Clevenger-type
apparatus with yields (w/w) of 3.7% for T. fontanesii, 0,7% for
A. herba-alba and 0.4% for R. officinalis.

Gas Chromatography

Gas chromatography (GC) analyses were carried out using a
Perkin Elmer Clarus 600 GC apparatus (Walhton, MA, USA)
equipped with a single injector and two flame ionization
detectors (FIDs). The apparatus was used for simultaneous
sampling of 2 fused-silica capillary columns (60 m x 0.22
mm, film thickness 0.25 pm) with different stationary phases:
Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene
glycol). Temperature was programed 60 to 230°C at 2°C min™'
and then held isothermal 230°C (30 minutes). Carrier gas was
hydrogen (0.7 mL min™"). Injector and detector temperatures
were held at 280°C. Split injection was conducted with a split
ratio of 1:80. Injected volume was 0.1 L.

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC/MS)

The oils and the fractions obtained by GC were investigated
using a Perkin Elmer TurboMass quadrupole analyzer,
directly coupled with a Perkin Elmer Autosystem XL equipped
with 2 fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm, film
thickness 0.25 pm), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-
Wax (polyethylene glycol). Other GC conditions were the
same as described above. Ion source temperature was 150°C
and energy ionization 70 eV; electron ionization mass spectra
were acquired with a mass range of 35-350 Da and scan mass
of 1 s. Oil injected volume was 0.1 pL and fraction injected
volume was 0.2 pL.

Component Identification

The identification of each compound was carried out by
comparison: (i) retention indices calculated respectively on
polar and apolar columns with those of standard compounds
of the laboratory library®® or those reported in the literature;
(1) mass spectra (electronic impact) with those of standard
compounds or those present in computerized banks.'*!

Determination of Antioxidant Activity of Essential Oils
DPPH Free Radical Scavenging Assay

The free radical-scavenging activity of essential oils and
combinations were measured using DPPH, as described in the
literature.'> At first, 500 mg/L of each essential oil stock solution
was prepared. A series of dilution with varying concentrations
(0.1 to 100 mg/L) was prepared by dissolving various masses
of essential oil in ethanol. In regards to essential oils blends,
a ratio of 1: 1 by volume was mixed for each combination
and a series of concentrations ranging from 0.1 to 50 mg/L
were prepared. After on, 100 uL of each concentration was
then mixed with 25 uL of 0.5 mM DPPH. After a 30 minutes
incubation period at room temperature, the absorbance was
measured at 517 nm using spectrophotometer. Ascorbic acid
was used as standard and DPPH mixture without any sample
served as blank. Inhibition of free radical DPPH in percent
(I%) was calculated as follows:

A - A
1% = M% x100%
Ablank

As presented above, A, 1S the absorbance of the control
reaction (without oils), and Asample was the absorbance in the
presence of essential oils. From the obtained RSC values,
the IC,, values, which represented the concentrations of the
extracts caused 50% neutralization, were determined by

linear regression analysis.

Ferric-Reducing Antioxidant Power Assay

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) of the essential
oils was tested as described earlier *. Different concentrations
of the essential oils dissolved in ethanol (80%) were mixed
with 2.5 mL of phosphate buffer (pH = 6.6) and 2.5 mL of
potassium ferricyanide. Later, the mixture was incubated
at 50°C for 20 minutes, and then trichloroacetic acid (10%,
1,25 mL) was added. After shaking the mixture vigorously,
it was mixed with distilled water (5 mL) and ferric chloride
(0.1%, 5 mL). After 30 minutes of incubation, absorbance
was read at 700 nm against ethanol (80%) as blank. Analyses
were performed in triplicate. Increased absorbance of the
reaction meant increased reducing power and compared to
the synthetic antioxidant BHT as reference.

Statistical Analysis

The data are presented as the means + standard deviations
from the three replicates. Calculations were performed using
the SAS v. 9.1.3 program.

Results

Chemical Composition of Essential Oils

GC-FID and GC-MS analysis of T. fontanesii, A. herba-
alba and R. officinalis oils accounted for 99.3%, 93.4% and
91.1% of oils, respectively and allowed the identification
of 31, 20 and 19 components, respectively (Table 1). All
components were identified by comparison of their mass
spectrum and retention indices with those of our laboratory-
produced “Arémes” library (Table 1). The essential oil of T.
fontanesii obtained from the aerial parts was dominated
principally by monoterpenoid phenol (84.7%). The main
components were thymol (76.6%) and p-cymene (7.4%).
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Synergistic Effects of Essential Oils of 3 Plants

Table 1. Chemical Composition of the Essential Oils

No®*  Compounds IRIL® Rl < RI¢ Essential oils Identification®
T. fontanesii A. herba-alba R. officinalis
1 a-Thujene 932 924 1028 0.2 - - RI. MS
2 a-Pinene 936 931 1028 0.9 0.3 12.8 RI. MS
3 Camphene 950 945 1071 0.2 10.3 0.2 RI. MS
4 Oct-1-en-3-ol 962 962 1441 0.5 - - RI. MS
5 f-Pinene 978 972 1113 0.1 - 0.2 RI. MS
6 Myrcenes 987 982 1160 2.1 - 0.1 RI. MS
7 a-Phellandrene 1002 999 1161 0.2 - 0.2 RI. MS
8 3-Carene 1005 1006 1149 0.1 - - RI. MS
9 a-Terpinene 1008 1011 1270 1.7 - - RI. MS
10 p-Cymene 1015 1015 1270 7.4 - 1.5 RI. MS
11 1.8-Cineole 1024 1021 1211 - 8.4 18.3 RI. MS
12 (Z2)-p-Ocimene 1029 1022 1234 0.6 - - RI. MS
13 Limonene 1039 1031 1967 - - 4.2 RI. MS
14 y-Terpinene 1051 1050 1245 2.3 0.2 3.8 RI. MS
15 trans-Sabinene hydrate 1051 1054 1445 0.1 0.1 - RI. MS
16 Terpinolene 1082 1079 1281 0.2 - - RI. MS
17 Linalool 1083 1085 1538 1.7 0.5 - RI. MS
18 Chrysanthenone 1110 1106 1504 - 25.6 - RI. MS
19 Camphor 1123 1124 1506 0.1 323 - RI. MS
20 a-pinocarvone 1135 1139 1632 - - 1.4 RI. MS
21 Camphre 1144 1145 1532 - - 15.4 RI. MS
22 Borneol 1148 1150 1688 0.3 4.5 12.7 RI. MS
23 Terpinen-4-ol 1164 1162 1591 1.1 3.2 1.2 RI. MS
24 a-Terpineol 1176 1176 1690 0.1 2.1 1.6 RI. MS
25 Verbenone 1183 1184 1723 - - 12.7 RI. MS
26 Carvone 1214 1215 1278 - 3.5 - RI. MS
27 Thymol 1266 1263 2181 76.6 - - RI. MS
28 Carvacrol 1278 1286 2193 0.6 - - RI. MS
29 Bornyl acetate 1285 1280 1600 - - 2.6 RI. MS
30 Eugenol 1330 1329 2164 0.1 - - RI. MS
31 cis-Carvyl acetate 1343 1345 1858 0.1 - - RI. MS
32 (E)-p-Caryophyllene 1421 1416 1591 1.6 - 0.2 RI. MS
33 (E)-a-Bergamotene 1434 1435 1573 Trace 0.1 - RI. MS
34 a-Humulene 1455 1448 1668 0.1 0.1 0.6 RI. MS
35 y-Humulene 1483 1480 1702 Trace 0.1 - RI. MS
36 p-Bisabolene 1503 1499 1721 0.1 0.2 - RI. MS
37 d-Cadinene 1520 1511 1760 Trace 0.5 - RI. MS
38 (B)-a-Bisabolne 1530 1531 1755 0.1 0.3 - RI. MS
39 Spathulenol 1572 1560 2120 - 0.5 - RI. MS
40 Globulol 1589 1578 2067 - 0.6 - RI. MS
41 Caryophyllene oxide 1578 1567 1969 0.1 - 1.4 RI. MS
Total identification % 99.3 93.4 91.1
Monoterpene hydrocarbons % 8.6 10.8 21.5
Sesquiterpene hydrocarbons % 1.9 1.3 0.8
Oxygenated monoterpenes % 3.6 80.2 65.9
Oxygenated sesquiterpenes % 0.1 1.1 1.4
Non terpenic oxygenated compounds % 0.5 - -
Monoterpenoid phenol. % 84.7 - 1.5

2Order of elution is given on apolar column (Rtx-1).

b Retention indices of literature on the apolar column (IRla) reported from Konig.

“Retention indices on the apolar Rtx-1 column (Rla).

4 Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp).

¢ Identification mode; RI. retention indices; MS. mass spectrometry in electron impact mode.
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The constituents identified in the aerial parts of R. officinalis
and A. herba-alba essential oils were principally oxygenated
monoterpenes (80.2 and 65.9%, respectively), followed by
monoterpene hydrocarbons (10.8 and 21.5%, respectively).
The main components of A. herba-alba essential oil were
camphor (32.3%), chrysanthenone (25.6%), 1,8-cineole
(8.4%) and borneol (4.5%). While, R. officinalis essential oil
was characterized by 1,8-cineole (18.3%), camphene (15.4%),
a-pinene (12.8%), borneol (12.7%), verbenone (12.7%) and
limonene (4.2%) (Table 1).

DPPH Free Radical Scavenging Assay

All essential oils were able to reduce the stable free radical
DPPH to the vyellow colored diphenylpicrylhydrazine.
However, T. fontanesii presented the highest antioxidant
effect based on DPPH test that had the lowest IC, value of
13.7 mg/L. While, A. herba-alba and R. officinalis essential
oils appeared to be the least active oils with IC, values of 24.5
and 79.4 mg/L, respectively (Table 2).

Essential oils blends were very effective compared to
the individual essential oils tested. The combination of T.
fontanesii, A. herba-alba and R. officinalis essential oils showed
a significant increase in antioxidant activity with an IC, of
2.6 mg/L, almost equal to the synthetic antioxidant used as
reference (IC,, = 2,3 mg/L) (Table 3). The combination of
essential oils of T. fontanesii and R. officinalis showed also
good antioxidant activity with an IC, of 7.2 mg/L. However,
the essential oils blends of T. fontanesii and A. herba-alba, and
A. herba-alba and R. officinalis had promising antioxidant
activities with IC_s of 23.9 and 39.2 mg/L, but were still lower
than the synthetic antioxidant (BHT) (Table 3).

Table 2. 2.2-Diphenyl-1-picrylhydrazil Radical Scavenging Activities (%)

Ferric Reducing Antioxidant Power Assay

FRAP assay is a widely used method that uses antioxidants as
reductants in a redox-linked colorimetric reaction, wherein
Fe’* is reduced to Fe?*. Figure 1 depicts the reducing power
of individual and blend essential oils. All oils showed the
presence the reductive effects, which increased with an
increase in concentration. However, the combination of T.
fontanesii, A. herba-alba and R. officinalis essential oils has
been as effective on reducing power, compared to the synthetic
antioxidant BHT. The individual and blends essential oils
displayed chelating effects on ferrous ions, suggesting that it
can sequestrate Fe-ions or reduce the concentration of metal.

Discussion

As a result, T. fontanesii presented the highest antioxidant
effect, probably related to its chemical profile, especially the
relatively high percentage of phenolic compounds. Thymol
and p-cymene are the most frequently occurring constituents
of essential oils obtained from thyme species, with many
biological activities. They also act as antioxidants (free
radical scavenger, anti-lipid peroxidative agent, etc).!*'® The
moderated antioxidant activity obtained from R. officinalis
essential oil could be the consequence of appreciable content
of camphene, borneol, verbenone, 1,8-cineole and a-pinene,
that represented more than 71% of the total oil. The lowest
antioxidant activity was recorded for A. herba-alba oil
where chrysanthenone, camphor, camphene and 1,8-cineole
represented more than 66.3% of the total oil. The antioxidant
activity obtained from A. herba-alba and R. officinalis essential
oils could be the consequence of appreciable contents of
oxygenated monoterpenes (80.2 and 65.9%, respectively)

Samples Antioxidant Activity IC,,
Concentration (mg/L) 0.2 1 5 10 15 20
Thymus fontanesii 13.7+1.1
DPPH radical scavenging activity (%) 3.1 5.8 19.8 37.2 54.6 72.1
Concentration (mg/L) 5 10 15 20 25 30
Rosmarinus officinalis 24.5+2.1
DPPH radical scavenging activity (%) 5.9 17.2 28.5 39.8 51.1 62.4
Concentration (mg/L) 10 20 30 50 70 90
Artemisia herba-alba 79.4+2.8
DPPH radical scavenging activity (%) 10.1 15.8 21.6 38.8 44.6 50.4
Concentration (mg/L) 0.2 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
BHT 2.3+0.8
DPPH radical scavenging activity (%) 28.4 35.6 47.9 71.9 85.1 86.6
Table 3. Antioxidant Activity of Essential Oils Blends
Samples Antioxidant Activity IC,,
5 . ., Concentration (mg/L) 0.5 1.0 3.0 5.0 7.0 10
Thymus fontanesii + Rosmarinus officinalis . . . 7.2+1.8
DPPH radical scavenging activity (%) 4.1 7.8 29.8 38.1 525  62.1
B o Concentration (mg/L) 5.0 10 15 20 25 30
Thymus fontanesii + Artemisia herba-alba . . . 23.9+£2.3
DPPH radical scavenging activity (%) 6.8 18.3 295 40.4 53.2 63.4
Artemisia herba-alba+Rosmarinus Concentration (mg/L) 5.0 10 [ A0 Y 40 39.243.1
officinalis DPPH radical scavenging activity (%) 12.1 175 24.6  40.8 462  50.5 o
Thymus fontanesii+Rosmarinus Concentration (mg/L) 0.5 1.0 3.0 5.0 7.0 10 2 6+0.4
officinalis+Artemisia herba-alba DPPH radical scavenging activity (%) 20.5 345 599 653 807 937
Concentration (mg/L) 0.2 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
BHT . . . 2.3+0.6
DPPH radical scavenging activity (%) 28.40 35.6 479 719  85.1 86.3
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Figure 1. Ferric-Reducing Antioxidant Power Assay of Individual and Blend Essential Oils. Abbreviations: T. fan, Thymus fontanesii; R. off,
Rosmarinus officinalis; A. alb, Artemisia herba-alba; BHT, butylated hydroxytoluene.

such as 1,8 cineole, camphor, chrysanthenone, verbenone
and borneol. Indeed, Dawidowicz and Olszowy'” showed that
camphor, one of the main components in essential oil of Salvia
hispanica, has lower antioxidant activity. This is while, 1,8
cineole and borneol were naturally found in many aromatic
plants and showed weak antioxidant activity.'®'* However,
no information was found in the available literature about
the biological activities of chrysanthenone and verbenone.
Furthermore, monoterpene hydrocarbons are known to have
noticeable antioxidant activities.” The obtained findings
showed that essential oil combinations applied a promising
synergistic antioxidant effect by decreasing the half maximal
inhibitory concentration. The strong synergistic effect was
found by combining T. fontanesii, A. herba-alba and R.
officinalis essential oils (Table 3). It seems that the association
of thymol and p-cymene with 1,8-cineole, chrysanthenone,
camphor, borneol and verbenone increases the antioxidant
activity. T. fontanesii and R. officinalis essential oils blend
also showed a good antioxidant capacity when compared to
the value of the synthetic antioxidant. It is evident that this
synergistic effect was found when thymol and p-cymene was
paired with 1,8-cineole, borneol and verbenone. However,
the blends of T. fontanesii and A. herba-alba, A. herba-alba
and R. officinalis essential oils showed the lowest antioxidant
activities. It seems that the combination of thymol and
p-cymene with chrysanthenone, camphor and 1,8-cineole
produce low antioxidant power. While, the absence of thymol
and p-cymene of blend significantly decreases this power.
In conclusion, the results showed that essential oil of
T. fontanesii is a good source of monoterpenoid phenols
as thymol and p-cymene. The essential oil had the best
antioxidant activity using DPPH and FRAP methods.
While, R. officinalis and A. herba-alba essential oils rich with
oxygenated monoterpenes showed the lowest antioxidant
activities by means of highest IC_; values. On the other hand,
blends of essential oils showed an increase of antioxidant
capacity. It seems that the monoterpenoid phenols (i.e. thymol
and p-cymene) associated with oxygenated monoterpenes
such as 1.8-cineole, chrysanthenone, camphor, borneol and
verbenone play a pivotal role in this activity and produce

stronger synergistic effect. These results, therefore, represent
a basis for further studies that could lead to the development
of a new treatment based on the combination of these
essential oils as natural antioxidant agents, both in food and
pharmaceuticals fields.
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Résumée

La richesse de la flore d’Algérie n’est plus a démontrer. A I’instar d’autres zones, 1’Ouest algérien et en particulier la
région de Tlemcen est caractérisée par une flore particuliérement riche en plantes médicinales. La préservation de cette
biomasse végétale constitue un enjeu crucial a 1’échelle du pays. Le travail de cette thése visait 1’é¢tude de la composition
chimique et 1’activité antimicrobienne et antioxydante des huiles essentielles ainsi que les mélanges croisés de six plantes
médicinal et aromatique : Ammoides verticillata, Satureja candidissima, Salvia argentea, Thymus fontanesii, Rosmarinus
officinalis et Artemisia herba-alba.

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation de type clevernger et analysée par CPG et
CPG-MS. L’HE des racines de s. argentea a été riche en ferruginol (19,5%), pulegone (17,9%), (E)-phytol (13,5%), le 6,7
dihydroferruginol (11,3%) et I’abitatriéne (10,9%), I’HE d’A. verticillata a été dominée par le carvacrol (44,3%), le
limonéne (19,3%), le p-cyméene (19,2%) et le y-terpinene (11,1%). Alors que Les principaux composantes de I’HE de S.
candidissima ont été la pulegone (70,4%), le menthol (5,2%) et l'iso-menthone (4,5%). L'HE de T. fanténesii été caractérisée
par le thymol (76.6 %) et le p-cyméne (7.4%). L’HE d’A. herba-alba a ¢été dominée par le camphre (30.2%) et le
chrysanthenone (24.3%). L’HE de R. officinalis a été caractérisé par la présence du 1,8-Cinéole (15.4%), I’a-Pinéne (11%),
le bornéol (12.7%), le Camphre (15%), et le Verbénone (10.7 %).

L’activité antioxydante des huiles étudiées ont présenté des effets antioxydants trés prometteurs par les méthodes de
DPPH et FRAP. Les HEs de A. verticillata et S. argentea ont présenté le pouvoir antioxydant le plus élevé avec des ICs, de
0.4 mg/ml et 0.7 mg/ml respectivement. Alors qu’une capacité antioxydante synergique a été observée avec la combinaison
des huiles de A. verticillata et de S. candidissima avec une ICso = 0.17 mg/ml qui a montré une capacité proche des deux
antioxydants synthétiques. L’activité antimicrobienne a montré un effet inhibiteur contre plusieurs bactéries par les huiles
essentielles et les différentes fractions des huiles individuellement ou en combinaison avec des effets bactéricides et
fongicides. L’effet inhibiteur le plus intense a été observé par I’HE de S. argentea qui a montré de trés bons effets inhibiteurs
contre la majorité des souches y compris L. rhamnosus, B. cereus et B. subtilis. P. aeruginosa avec des CMI variant de 0.02
a 0.8mg/ml. D’autre part, I’association des HE de T. fontanesii/S. argentea/R. officinalis réduisait considérablement les
CMI, notamment des bactéries de E. coli et B. subtilis. De méme, la combinaison des HEs de S. argentea/A. verticulataa
montré une activité antimicrobienne trés intéressante contre les souches de S. Typhi, C. sporogenes et E. faecalis avec de
trés faible CMI.

Mots clés : Huiles essentielles, Composition chimique, effet synergique, Activité antimicrobienne, Activité
antioxydante

Abstract

The rich flora of Algeria is well established. Like other areas, western Algeria and in particular the region of Tlemcen
is characterized by a flora particularly rich in medicinal plants. The preservation of this plant biomass is a crucial issue
across the country. The work of this thesis focused on the study of chemical composition and activity: Ammoides verticillata,
Satureja candidissima, Salvia argentea, Thymus fontanesii, Rosmarinus officinalis and Artemisia herba-alba. Extraction of
EOs was carried out by hydrodistillation type clevenger and analyzed by CG and CG-MS.

EO's roots of S. argentea was rich in ferruginol (19.5%), pulegone (17.9%), (E) -phytol (13.5%), 6.7 dihydroferruginol
(11.3%) and abitatriene (10.0%); 9%). A. verticillata HE was dominated by carvacrol (44.3%), limonene (19.3%), p-cymene
(19.2%) and y-terpinene (11, 1%). While, the main components of S. candidissima EO were pulegone (70.4%), menthol
(5.2%) and iso-menthone (4.5%). The EO of T. fantenezii was characterized by thymol (76.6%) and p-cymene (7.4%). The
HE of A. herba-alba was dominated by camphor (30.2%) and chrysanthenone (24.3%). R. officinalis EO was characterized
by presence of 1,8-cineole (15.4%), a-pinene (11%), borneol (12.7%), camphor (15%), and verbenone (10.7%). The
antioxidant activity of the oils studied showed very promising antioxidant effects by the DPPH and FRAP methods. On the
other hand, A. verticillata and S. argentea EOs had the highest antioxidant potency with ICs, values of 0.7 mg/ml and 0.4
mg/ml, respectively. While a synergistic antioxidant capacity was observed with the combination of A. verticillata and S.
candidissima oils with an ICso of 0.17 mg/ml which showed a capacity close to both synthetic antioxidants.

The antimicrobial activity showed an inhibitory effect against several bacteria by the essential oils and the different
fractions, individually or in combination with bactericidal and fungicidal effects. The most intense inhibitory effect was
observed with S. argentea EO, which showed very good inhibitory effects against all strains including L. rhamnosus, B.
cereus, B. subtilis and P. aeruginosa with MICs ranging from 0.02 to 0.8 mg / ml. On the other hand, the association of EO
from T. fontanesii/S. argentea/R. officinalis significantly reduced MICs of E. coli and B. subtilis bacteria. Similarly, the
combination of EOs of S. argentea/A. verticulata showed a very interesting antimicrobial activity against strains of S. Typhi,
C. sporogenes and E. faecalis with very low MIC.

Key words: Essential oils, Chemical composition, synergistic effect, Antimicrobial activity, Antioxidant activity
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