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Introduction Générale

L’Algérie possede un grand potentiel floristique caractérisé par une grande
biodiversité offrant ainsi des opportunités de développement durable aux genérations futures.
Cependant la gestion et la valorisation de ce patrimoine restent a développer et a renforcer.

Le secteur des plantes aromatiques et medicinales « PAM » est un secteur porteur pour
I’économie du pays. Les organismes de recherches et universitaires contribuent d’une part a la
préservation des « PAM ». Des laboratoires de recherches scientifiques ont été créés dans le but
de valoriser ce secteur afin de 1’exploiter dans divers domaines, notamment pour renforcer la
production pharmaceutique, agricole et cosmétique.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre du programme de recherche de notre laboratoire
celui des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO), qui s’intéresse a la valorisation de
la flore de la région de Tlemcen pour la découverte de nouvelles molécules a pouvoir
antioxydant, antimicrobien, insecticide, etc.

Notre étude vise a étudier trois especes méditerranéennes appartenant a la famille des
Cistacées: Cistus ladaniferus,Cistus albidus et Cistus monspeliensis. Ces plantes poussent a
I’état spontané dans la région de Tlemcen, elles sont connues sous le nom de « touzala ».

Le choix de ces espéces est basé sur une étude ethnobotanique dans la région de
Tlemcen, elles sont utilisées en médecine traditionnelle. D’autre part, trés peu d’études sur
les cistes ont été réalisées en Algérie.

L’étude chimique des huiles essentielles de la partie aérienne des trois cistes est
présentée pour la premiére fois dans ce travail.

Les objectifs suivants ont été fixés :

v" Analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles des trois especes par CPG
et CPG/SM afin d’énumérer leurs profils chimiques.

v Etude de I’activité antioxydante des huiles essentielles par trois méthodes : test DPPH,
test FRAP et le test de blanchissement de la S-carotene.

v Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles sur différentes souches
pathogeénes.

v Etude de l’activité antidiabétique in vitro des huiles essentielles (inhibition de 1’a-

amylase).
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v" Etude de ’activité insecticide des huiles essentielles sur un bruche nuisible des stocks

de denrées alimentaires (Callosobruchus maculatus).

Notre recherche sera par la suite, comparée avec d’autres travaux publiés par les pays
voisins (Maroc, Tunisie) et ceux des pays méditerranéens : Espagne, Portugal, France, Italie,
etc.

Ce travail a été accompli en collaboration avec les universités et les laboratoires de
recherches suivants :

v Département de Pharmacie, Université de Pise, Italie.

v Laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agro-alimentaire, au Biomédicale et a
I’Environnement (LAMMABE), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des
Sciences de la Terre et de I’Univers. Université Abou bekr Belkaid, Tlemcen, Algérie.

v' Laboratoire de Valorisation des Actions de I’Homme pour la Protection de
I’Environnement et Application en Santé Publique, Faculté des Sciences de la Nature
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I. 1 Introduction

Le marché mondial des huiles essentielles est en croissance réguliére, soutenu par la
diversité des secteurs d’application de ces extraits. Les laboratoires de recherches scientifiques
du pays (notre laboratoire a titre d’exemple, celui des Substances Naturelles et Bioactives)
s’intéressent depuis une décennie a I’extraction et la caractérisation des molécules bioactives,
notamment les huiles essentielles connues pour leurs vertus thérapeutiques et leurs utilisations
en industrie alimentaire et en parfumerie, etc.

I. 2 Situation économique des plantes aromatiques et médicinales
l.2.a- A I’échelle mondiale

Une place importante a été accordée aux Plantes Aromatiques et Médicinales « PAM »
dés les débuts des années 90, en raison d’une prise de conscience en faveur de la santé humaine,
de I’environnement, de 1’agriculture biologique, de la phytothérapie ainsi que 1’aromathérapie
[1]. D’autre part, la culture des « PAM » est considérée comme un moyen de substitution a une
agriculture intensive dans les pays industrialisés et un moyen de diversification de 1’activité
agricole, offrant ainsi de I’emploi aux communautés rurales dans les pays du tiers monde [2].

Le secteur des « PAM » est un secteur industriel large, diversifié par le nombre d’espéces
qu’ils englobent, il fait intervenir diverses technologies. Comparativement a d’autres productions
agricoles, ce secteur est d’un poids économique faible et sensible aux changements du commerce
international [3].

Le marché mondial des plantes a connu une hausse de 700 millions de tonnes soit
trois milliards de dollars courant en 2013 et 2014. 1l est dominé en volume et en valeur
principalement par les Etats-Unis, Hong-Kong et la Chine. Le marché mondial a connu
I’apparition de nouveaux importateurs, 1’Inde et la Malaisie. La Chine avec Hong Kong dominent
I’exportation, suivie des Etats-Unis avec 40% du total en volume des exportations et plus de 30%
de la valeur des exportations. Il faut souligner la présence des pays tiers méditerranéens
comme I’Egypte, le Maroc et I’Albanie. L’Egypte en particulier, entre les périodes (1994-
2003) et (2004-2013), quadruple sa valeur des exportations et passe de 2% a 6% des arts du
marché mondial, un taux annuel croissant de 8% en volume et 13% en valeur a été enregistré
entre (2013-2014) [4].

1.2.b- En Algérie
La filiére des « PAM » est peu développée en Algérie malgré que le pays dispose d’une

large diversité varietale en « PAM ». Leurs utilisations populaires sont diverses dans 1’ensemble
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du territoire national. Les connaissances ancestrales sont transmises de génération en génération,
les espéces les plus utilisées sont présentées dans le tableau suivant [4].
Tableau 1. Plantes Aromatiques et Médicinales les plus consommeées en Algérie

Espéces Nom scientifiques Parties utilisées
Fenugrec Trigonnella foenum groecum L. Graines

Verveine Verbena citriodora HB et K Feuilles

Reéglisse Glycyrrhiza glabra L. Racines

Romarin Rosmarinus officinalis L. Sommiteés fleuries
Thym Thymus vulgaris Sommités fleuries
Bigaradier Citrus bigaradia. Duham Feuilles et fleurs
Armoise blanche Artemisia herba-alba Asso Sommités fleuries
Sauge Salvia officinalis L. Sommiteés fleuries
Lavande Lavandula officinalis L. Fleurs

Myrte Myrtus communis L. Feuilles et fruits
Basilic Ocinum basilicum L. Sommités fleuries
Menthe verte Mentha verdis L. Feuilles

Menthe pouliot Mentha pulegium L. Sommités fleuries
Thym serpolet Thymus serpillum L. Sommités fleuries
Pétale de rose Rosa canina L. Pétales et fruits
Camomille Matricaria camomilla L. Fleurs

Nigelle Nigella sativa L. Graines

Anis vert Pimpinella anisum L. Graines

Rue Ruta montana L. Feuilles

Cumin Cuminum cyminum L. Graines

L’année 1941, fut I’année de la création du comité de contrdle de la répartition et de la
vente des « PAM » en Algérie dans le but majeur de limiter les importations. Un répertoire a
été publié en 1942 ou 98 especes ont été décrites.

La commercialisation des « PAM » dans le pays se fait a I’état brut ou a 1’état d’huile
essentielle, oléorésines et résinoides [5]. D’apres llbert et collaborateurs [4], I’ Algérie est
quasiment absente des quinze premiers pays importateurs ou exportateurs, sa part du marché
mondial est presque inexistante. Le pays a exporté un volume équivalent a 0,0007% du
marché mondial en 2014, ce qui correspond a 3 tonnes de « PAM » soit 11 milles d’euros,
destinés vers la France, le Pakistan, le Sénégal, le Mali et le Niger. En importation, pour la
méme année et d’apres le Centre National de I’Informatique et Statistique (CNIS), une hausse
de 17% en volume et 73% en valeur des importations en « PAM » a été enregistrée par
rapport a I’année 2013. Les premiers fournisseurs de 1’ Algérie en « PAM » étant : le Pakistan,
la Chine, la Turquie et I’Inde [4]. Néanmoins, depuis 2003 des projets pilotes ont éte lancé
afin d’encourager la culture des « PAM » pour le développement rural et I’amélioration des

conditions de vie [5].
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1.2. c- Secteur des huiles essentielles en Algérie

L’¢époque allant de 1970 a 1979 a été caractérisee par une orientation vers 1’exportation
des huiles essentielles, 94 kg d’huiles essentielles de jasmin « le jasmin d’Algérie classé 2°™
apres celui de la Gréce » ont été exportés, soit 109 millions de centimes [6].

La période des années (1988 a 1995) est dominée par I’importation. Entre (2001-2005),
les exportations restent insignifiantes et c’est a partir de 2006 qu’une reprise pour 1’exportation
est enregistrée avec 2823 kg soit 7644 US$. Un pic correspondant a 22690 kg soit 998261 US$ a
été enregistré en 2008 (Figure 01-a) [5]. L’analyse des mouvements commerciaux entre les
différentes huiles essentielles (Figure 01-b), montre que la moitié des exportations est assurée
par I’huile essentielle des oranges. Les produits d’exportation (Huiles essentielles, oléorésines et

résinoides) sont destinés vers le Canada, la France et la Belgique [5].
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Fig. 01 : a- Evolution du volume des exportations des huiles essentielles; b- Huiles essentielles,

oléorésines et résinoides exportées. (Statistiques du commerce extérieur agricole)

L’étude quantitative du secteur économique des huiles essentielles en Algérie, montre
une faiblesse remarquable. Cependant, la richesse de la flore en « PAM » pourra améliorer ce
secteur. Des stratégies doivent &tre mises pour la production des huiles essentielles de qualité

qui pourront remplacer certaines importations.
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1.3 Huiles essentielles
1.3.1 Introduction

L’utilisation des plantes pour se soigner remonte a des milliers d’années. Aujourd’hui,
la phytothérapie est une solution alternative et complémentaire aux traitements de la médecine
classique [7].

L’aromathérapie est une thérapeutique bien spécifique : « ¢’est une méthode de soin
par les odeurs » [8]. L huile essenticlle appelée encore « essence aromatique végétale » est un
produit pur de la partie odoriférante des plantes aromatiques [9].

Les huiles essentielles ont été utilisées depuis 1’antiquité par toutes les civilisations
pour des buts thérapeutiques, religieux ou cosmétiques. Lors des recherches archéologiques
en Mésopotamie, des alambics enfouis remontant a plus de 7500 ans ont été retrouvés [7].

L’aromathérapie a été progressée par les Arabes. En effet, les nomades arabes
cultivaient pendant leur transhumance des plantes aromatiques d’Asie sur tout le pourtour du
bassin méditerranéen. Le grand savant Ibn Sina (Avicenne) a produit la premiére huile
essentielle (celle des roses) par le moyen d’alambic [8].

Toutefois, le role de ces métabolites secondaires dans les plantes est de se défendre
contre les agressions extérieures et d’attirer les insectes pollinisateurs [10-11].

1.3.2 Utilisation des huiles essentielles

De nos jours, considérées comme des composés a forte valeur ajoutée, les huiles
essentielles sont destinées vers plusieurs secteurs d’activités. Environ 90% de la production
des essences est destinée vers le secteur industriel, alimentaire et cosmétique [12].

Les huiles essentielles sont utilisées en agroalimentaire pour améliorer le golt des
aliments et pour bien les conserver, grace aux effets antimicrobiens et antioxydants de leurs
constituants [10,13-14]. L’utilisation prolongée des antioxydants synthétiques comme le
BHT, le BHA et le PG conduit a des effets néfastes pour la santé [15-16].

En pharmacie, les huiles essentielles sont utilisées comme agents antiseptiques et
antifongiques. Les huiles essentielles sont souvent rajoutées a la composition des médicaments
pour masquer leur mauvais goQt [10].

En industrie chimique, les molécules d’intérét sont isolées a partir des huiles essentielles
pour les utiliser en hémi-synthéses. Les nouvelles molécules obtenues sont considérées plus

rentables, en comparaison avec celles obtenues a partir de la synthése chimique classique [10].
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L’étude de Pibiri [17], a montré que 1’usage des huiles essentielles est une solution
d’avenir pour lutter contre la dissémination des germes dans les batiments équipés de systéme
de ventilation, empéchant ainsi la contagion des occupants.

1.3.3 Propriétés biologiques des huiles essentielles

Plusieurs travaux sur les huiles essentielles de plusieurs espéces de différentes familles,
ont énuméré des propriétés biologiques intéressantes: antiseptiques, insecticides, fongicides,
bactéricides [18-22], anticancéreuses puissantes [23], antioxydantes [24-25], antivirales [26],
anti-inflammatoires [27]. Les huiles essentielles sont considérées aussi comme des acaricides
naturels [28].

En général, les huiles essentielles qui sont utilisées d’une maniére controlée ne sont
pas toxiques. Néanmoins, I’huile essentielle de certaines plantes comme 1’essence de sabine, a
montré des risques d’hémorragies utérines chez la femme et des hématuries chez I’homme
[29].

1.3.4 Techniques d’extraction des huiles essentielles

Selon I’espece, les huiles essentielles sont localisées dans différentes parties des plantes
(feuilles, fleurs, bois, fruits ou encore dans les racines). Elles sont stockées dans les organes
végétaux spécialisés des cellules sécrétrices (poches, canaux et poils sécréteurs) [30]. Les
constituants de I’huile essentielle sont hydrophobes, souvent liquides a température ambiante et
volatils [9].

La méthode la plus utilisée pour I’extraction des essences des sécrétions résineuses est
I’hydrodistillation, mais il existe d’autres méthodes : 1’extraction par solvant, la distillation par
entrainement a la vapeur, ’expression, etc. [30]. La distillation est peu codteuse, cependant elle
est consommatrice d’eau et d’énergie.

Dans le souci d’améliorer les techniques d’extraction, d’optimiser les procédes existants
et les innover, d’autres technologies économiques propres et durables ont été développées telles
que les techniques utilisant les micro-ondes, les fluides supercritiques, les ultrasons, le solaire
et la biomasse [5]. Le choix d’une technique par apport a une autre dépend d’une meilleure
optimisation en temps, en rendement et en codt de 1’opération.

e Hydrodistillation

L'hydrodistillation est sans aucun doute le procédé le plus ancien, connu par les égyptiens
dés le IVeme siécle. De nombreux dessins d’alambics ont été trouvés dans les hiéroglyphes
dans le temple de Memphis. Les connaissances scientifiques arabes en distillation ont été

importees en Europe entre le VIIieme et le Xéme siecle [31].
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L’hydrodistillation consiste a immerger la mati¢re végétale dans de 1’eau, I’ensemble est
porté ensuite a ébullition sous pression atmosphérique. Les substances odorantes sont libérées
par éclatement des cellules végétales. Ces molécules aromatiques sont entrainées avec la
vapeur d’eau, le distillat obtenu est refroidi et condensé dans un essencier. L’eau et les
molécules aromatiques se separent par différence de densité.

Au laboratoire, la distillation peut s'effectuer avec recyclage de la phase aqueuse obtenue
lors de la décantation, communément appelé cohabage. Le montage utilisé pour 1’extraction
des huiles essentielles (muni d’une cohobe) suivant les normes de la pharmacopée européenne
est appelée Clevenger (Figure 2) [32-33].

Le rendement, ainsi que la composition chimique des huiles essentielles sont influencés
par plusieurs parameétres. L’étude de Fadil et collaborateurs [34], portant sur 1’optimisation
des parametres influencant 1’hydrodistillation de Rosmarinus officinalis L., montre qu’une
durée de 210 mn d’hydrodistillation et une durée de séchage de 8 jours, ainsi qu’un rapport
eau/matiere vegétale compris entre 9 et 12 (x100g /100mL) et une température de chauffage
entre 250 °C et 300 °C, suffisaient pour augmenter le rendement de I’extraction de 1,9%
jusqu'a 2,3%.

e Hydrodistillation assistée par micro-ondes

C’est une technique récente, qui a été utilisée pour I’extraction des huiles essentielles de
divers type de plantes telles que le romarin, la lavande, le laurier et le thym [35].

Une partie du montage d’hydrodistillation est placé dans le four micro-ondes. Le ballon
contenant 1’eau et la matiére végétale est mis dans I’enceinte du four a micro-ondes (Figure
2) [32]. L’énergie provenant des rayonnements micro-ondes, se transforme en une énergie
chauffante, qui accélére le processus d’extraction. Les huiles essentielles ainsi obtenues, sont
récupérées dans la partie du Clevenger situé en dehors du four.

Les avantages de la technique sont diverses : extraction en temps rapide, une bonne
qualité des extraits d’huiles avec un bon rendement, un colt minime et une préservation de la

nature [36].
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e

Fig.02 : Hydrodistillation par Clevenger (a gauche) et hydrodistillation assistée par

micro-ondes (a droite)

e Extraction au CO, supercritique

L’extraction par CO; a I’état supercritique pour I’obtention des huiles essentielles des

plantes, est un procédé qui est actuellement utilisé et qui a montré beaucoup d’avantages. Les

procédés d’extractions conventionnels (hydrodistillation, extraction par solvant, etc.) nécessitent

plus d’étapes pour séparer 1’extrait. La partie de la plante est mise en contact avec le CO;

supercritique. L huile essentielle dissoute se sépare du fluide quand ce dernier redevient gazeux.

Le CO, supercritique est non toxique, non combustible, pas cher et ses points critiques ne sont

pas élevés (31,06°C, 73,82 bar). La température faible utilisée, permet de récupérer les

composes sensibles a la chaleur. De plus, plusieurs composés des huiles essentielles comme les

monoterpénes et les sesquiterpénes, ont montré une grande solubilité dans ce fluide [37].
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Fig.03 : Schema explicatif de 1’extraction avec le CO, supercritique

(Source : http://tpe-huile-essentielle2013.e-monsite.com/pages/i-1/cat-5/)
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1.3.5 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées par un mélange complexe de composés volatils a
faible poids moléculaire. La composition chimique des huiles essentielles varie selon I’espece
et les différents composants sont classés selon leurs structures chimiques en :

e Terpénes et Terpénoides

Avec plus de 22.000 structures chimiques connues, les terpénes constituent probablement
la classe la plus vaste des composés organiques végétaux. Ils sont impliqués dans plusieurs
processus cellulaires tels que la photosynthése, la croissance, la reproduction et la défense
cellulaire [25].

Les terpénes sont une classe d’hydrocarbures de structures variées, dérivant d’unités
isopréniques (issues elles mémes du métabolisme du glucose) de formule générale [CsHg], . Les
plus prépondérants dans les huiles essentielles étant les monoterpenes (Cio), les sesquiterpénes
(Cys) et les diterpenes (Cyp). D’autres dérivés comme les alcools, les aldéhydes, les cétones, les
esters, les éthers, les phénols et les peroxydes sont considérés comme des terpénoides [38].

e Pheénylpropénes

Les phénylpropénes sont une sous classe des phénylpropanoides biosynthétises dans les
plantes a partir de I’acide aminé « la phénylalanine ». Ces composés volatils sont moins fréquents
que les terpénes, toute fois 1’eugénol et le safrole (deux composés les plus caractéristiques de ce
groupe) se trouvent les plus majoritaires dans la composition chimique de plusieurs espéces
[38-39].

e Autres composes

Les huiles essentielles contiennent d’autres composés de natures variées issus de la
dégradation de molécules peu ou pas volatils. La dégradation des acides gras insaturés linoléique
et linolénique, conduit & des alcools, des aldehydes et des acides de faible masse moléculaire.
Nous retrouvons parfois des composés soufrés ou azotés comme 1’allicine et 1’isothiocyanate
d’allyle dans la composition chimique des huiles essentielles [10,38].

Les caroténoides sont une autre classe de molécules d’isoprénoides en Cy4o, polyinsaturés
avec plus de 15 doubles liaisons en chaines. Plus de 700 structures chimiques ont été identifiées.
Ces molécules sont responsables de la couleur jaune, orange et rouge de plusieurs fruits et
Iégumes.

L’auto-oxydation des caroténes (un sous groupe des caroténoides), conduit a la formation

des norisoprénoides (Cy3) représentés majoritairement par les ionones [40-42].
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Fig.04 : Structures chimiques de quelques composants des huiles essentielles
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1.3.6 Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

Il est intéressant d’étudier les facteurs intervenant sur la composition chimique d’une
huile essentielle, vu I’intérét que portent les consommateurs des huiles essentielles, que ¢a soit
en industrie qui cherche un bon rendement lors de I’extraction de molécules spécifiques, ou en
aromatherapie qui cherche une huile dotée de tous ses vertus. Ces facteurs sont nombreux et
le plus souvent liés & I’environnement de la plante (nature du sol, ensoleillement, humidité,
sécheresse, etc.). Le cycle végétatif est lui-méme un facteur propre a la plante, déterminant la
variabilité chimique de I’huile essentielle. D’autres facteurs interviennent, notons la saison de
récolte, le moment de la journée, la technique d’extraction et les conditions de stockage [10].
1.3.7 Méthodes de caractérisation chimique
1.3.7.1 Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Pour séparer différentes especes chimiques d’un mélange complexe et pour identifier
et quantifier les espéces isolées, la chromatographie reste un moyen extrémement puissant.

Le principe de toutes les méthodes chromatographiques reste le méme : chaque espeéce
se partage de facon différente des autres entre deux phases ,une stationnaire qui peut étre un
solide ou un liquide greffeé sur un support solide et une phase mobile soit gazeuse (Chromatographie
en Phase Gazeuse) ou liquide (Chromatographie en Phase Liquide) [43].

La CPG est la méthode la plus couramment utilisée pour identifier la composition
chimique des huiles essentielles. En effet, la chromatographie en phase gazeuse capillaire a
haute résolution avec ses phases stationnaires spécifiques, est 1’atout pour résoudre les
problémes liés a la séparation des produits volatils des huiles essentielles. La méthode permet
un couplage des chromatographes a divers spectrométres, par conséquent la quantité et la
qualité des informations obtenues seront augmentées. Les détecteurs de masse (MS), a
ionisation de flamme (FID) et le détecteur infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) sont les
plus utilises [44].
1.3.7.2 Chromatographie en Phase Gazeuse/ Spectrométrie de Masse (CPG/SM)

Dans le domaine des huiles essentielles et des ardbmes, la CPG/SM permet de séparer,
identifier et quantifier des substances présentes en tres petite quantités. L’identification du
composé se fait par comparaison de son spectre de masse avec celui d’une bibliotheque
informatisée [44,45], a condition que le niveau de similitude des spectres inconnus et ceux de
référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques dans des conditions

operatoires comparables [46].
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e Conditions analytiques et procédures [47]

Les conditions analytiques ainsi que les procédures d’analyses en analyse chimique
des huiles essentielles doit étre décrite minutieusement :

v Appareil (pays de fabrication, numéro de modele) ;

v Type des colonnes et dimensions ;

v Débit du gaz vecteur ;

v' Conditions de programmation de la température: température de [injecteur,

température du détecteur et de la colonne ainsi que les spectres de masse.
1.3.7.3 Techniques de chromatographie multidimensionnelle

e Couplage CPG-CPG

La technique de chromatographie multidimensionnelle (CPG-CPG) est destinée a séparer
des mélanges complexes. Elle utilise généralement deux colonnes de polarité différente avec
un systeme de modulateur, qui assure le piégeage des analytes élués de la premiére colonne
vers la 2°™ colonne. Ces techniques offrent une excellente résolution chromatographique et
des seuils de détection trés bas, elles sont généralement couplées a la spectroscopie de masse
[48].

e Couplage CPG/SM/SM

Un SM/SM consiste en une source d’ionisation, deux analyseurs de masse séparés par une
cellule de fragmentation et un détecteur d’ions. La molécule analysée est ionisée puis 1’ion
parent formé est sélectionné par le premier analyseur de masse. L’ion est fragmenté par
collision avec les molécules du gaz contenu dans la cellule de collision (dissociation induite
par collision). Les ions fils obtenus sont séparés dans le second analyseur de masse.

La SM/SM couplée a la CPG permet I’identification et la quantification des produits a 1’état
de traces dans des mélanges complexes. En effet, pour 1’analyse des molécules aromatiques, la
CPG/SM/SM s’est révélée étre une technique alternative a la CPG/SM. Ce couplage a permis
I’identification de plusieurs sesquiterpénes de 1’huile essentielle de vétiver d’une trés grande
complexité. Le couplage a permis aussi de différencier des diastéréoisomeéres du dihydrocarvéol
[49].
1.3.7.4 Analyse CPG en espace de téte [46]

L’étude des volatiles est faite par une analyse CPG en espace de téte. Le principe de
la méthode consiste a analyser la phase gazeuse en équilibre avec 1’échantillon solide mis en
atmosphére confiné. Les composés volatils sont piégés par adsorption sur un polymeére

hydrophobe puis libérés par une désorption thermique dans 1’injecteur du chromatographe.
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1.3.7.5 Identification par combinaison de la RMN du Carbone-13 [50]

Dans le domaine des huiles essentielles, 1’utilisation d’autres méthodes analytiques
complémentaire comme la RMN a fait objet de plusieurs recherches. L’RMN est une
technique recommandée pour I’identification de molécules caractéristiques dans des huiles
essentielles complexes. Elle a été adaptée pour :

v' Identifier des composés difficilement séparables par la CPG ;

v' Identifier des sesquiterpénes et des stéréoisoméres aux indices de rétention trés
proches (I’identification des isomeres du menthol, du dihydrocarvéol et leurs acétates
dans les huiles essentielles de menthe poivrée et de menthe verte, a été réalisée par
RMN du Carbone-13) ;

v A étudier la variabilité chimique d’une huile essentielle, en effet 'RMN couplée a la
CPG et la CPG/SM a permis I’identification de trois types chimiques dans les huiles
essentielles de Tymus carnosus.

1.3.7.6 Base de données en CPG/ SM [48]

De vastes bibliotheques de spectres de masse sont disponibles, on distingue :

e Les bibliothéques de spectres commerciales qui sont vendues par les constructeurs de
spectres de masse ou par des éditeurs. Les plus connues étant la NIST (National Institut
of Standard and Technology) et la WILEY (célébre éditeur scientifique). Les spectres de
masse répertoriés correspondent a des molécules dont la caractérisation intéresse
plusieurs domaines d’activités : pesticides, médicaments, polluants, etc.

La banque de spectres « Robert Adams » regroupe des molécules impliquées dans

I’industrie des parfums et des ardbmes. En plus des spectres de masse, le temps de

rétention des composes est inclus dans cette bibliotheque dans des conditions

chromatographiques bien définies. Ceci est considéré comme un avantage car c’est plus
facile de différencier des isomeres de terpenes par leurs temps de rétention que par leurs
spectres de masse.

e Les bibliothéques de spectres personnelles par contre sont construites au laboratoire et
sont dédiées exclusivement aux molécules d’intérét pour le laboratoire. Le spectre
cible est enregistré sur le méme spectrometre dans les mémes conditions que les spectres

de masse de référence.
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1.4 Activite antioxydante des extraits de plantes medicinales
1.4.1 Introduction

L’intérét aux sources naturelles d’antioxydants pour protéger les cellules de I’organisme
de I’effet des radicaux libres, ainsi qu’en industrie pour prévenir la détérioration des produits
alimentaires et cosmétiques, s’est accru ces derniéres années. En effet les recherches scientifiques
ne cessent de se développer pour identifier des antioxydants a partir des extraits de plantes
médicinales et des produits agroalimentaires [51-52].

1.4.2 Oxydation et antioxydants

Les radicaux libres sont des agents oxydants qui réagissent spontanément avec d’autres
atomes ou molécules pour initier des réactions en chaines indispensables au fonctionnement
normal de notre organisme. Ces substances jouent un réle majeur dans beaucoup de fonctions
cellulaires : synthese de 1’acide arachidonique, transfert des électrons au niveau des chaines
mitochondriales, élimination des toxiques et les défenses anti-infectieuses et anti-tumorales
[53-54]. Cependant, une production excessive des radicaux libres dans 1’organisme humain
provoque le «stress oxydatif ». Ce terme est utilisé pour décrire une situation de dommage
provoqueé par ces agents oxydants aux fonctions métaboliques. Les macromolécules cibles étant
les glucides, les protéines et les lipides [54-55]. Plusieurs maladies impliquant le stress oxydant
ont été recensees: I’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les maladies cardiovasculaires,
I’hypertension, le diabéte, I’obésité, le cancer, la colite ulcéreuse, 1’athérosclérose et I’inflammation
[56-58].

Les radicaux libres « nocifs » sont produits en cas d’exposition a diverses agressions de
I’environnement (pollution, rayonnement UV, fumée des cigarettes, etc.) [55], au stress, a I’abus
excessif de 1’alcool, a la prise de pilule contraceptive et a I’inflammation chronique [59].

L’existence des radicaux libres a été mise en évidence la premiére fois par des chimistes
de I’association des producteurs de caoutchouc britanniques la fin des années 1930. lls ont pu
résoudre a travers cette découverte, le mystére du vieillissement du caoutchouc. Dr Denham
Harman, a émis ’hypothése en 1954 que le méme type de vieillissement affecte les étres vivants
[60].

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est appelé especes réactives de
I’oxygene (ERO). Parmi ces espéces on distingue :

- Les radicaux primaires : espéces radicalaires (avec un électron impair) tels que le radical
hydroxyle (OHe), le radical alkoxyle (RO-), le radical peroxyde (ROQe) et le radical
monoxyde d’azote (NOe).
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- Les especes non radicalaires (dites secondaires) : tels que le peroxyde d’hydrogene (H,05),
I’acide hypochloreux (HOCI), I'oxygéne singulet (‘O,) et le nitroperoxyde (ONOOH). Ces
espéces se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés chimiques de la
cellule [61-62].

1.4.3 Défense antioxydante

Les antioxydants sont une famille de composés qui agissent comme des protecteurs
chimiques. Ils empéchent les espéces réactives de 1’oxygéne d’atteindre leurs cibles biologiques
(Figure 05), prévenant ainsi la survenue les maladies associées au stress oxydant [56].

Un antioxydant est défini comme une substance présente en petite concentration par
rapport a la concentration d’un substrat oxydable, retarde ou prévient 1’oxydation de ce
substrat [63].

L’organisme dispose d’un systéme vaste et complexe de défense contre les ERO
(Figure 05) [64] :

e Des antioxydants endogenes : enzymes (Superoxyde dismutase, Glutathion peroxydase,

Catalase, etc.), protéines (Albumine, Céruloplasmine, etc.).

e Des antioxydants de petite taille (Glutathion, Acide urique, etc.).
e D’autres antioxydants sont le plus souvent apportés par I’alimentation (Vitamines,

Polyphénols, Caroténoides) et les oligo-eléments (Sélénium, Cuivre et le Zinc).

~ éne fond tal
1e N Oz(oxyg ne fondamental)

anion superoxyde acide hypochloreux

(eau de Javel)

catalase V‘t C, flavonoides,

Serritine, transferrii

GSH
* - N*
lipoperoxydes

radlcal hydroxyle
oxygéne singulet acide urique, Vlt C, GSH
*ﬂ —caroténe Vit E, Se-GPx, ubzqunmne

Fig.05 : Défenses antioxydantes contre les différentes espéces réactives oxygénees
(SOD : Superoxyde dismutase ; CI: Anion chlorure, MPO : Myéloperoxydase ; GSH : Glutathion,
Se-GPx : Séléno-glutathion peroxydase)
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1.4.3.1 Systemes de défense enzymatique
e Superoxydes dismutases (SOD)
Ces métalloprotéines ¢liminent I’anion superoxyde O.e-, en le transformant en

peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et en oxygene par une réaction de dismutation.

SOD
20,e- + 2H" > H>0, + O,

Chez I’étre humain, trois enzymes a cofacteurs métalliques ont été décrites : Cu/ Zn-SOD;
cytosolique, Cu/ Zn-SOD, mitochondriale, Cu/ Zn- SOD; (paroi artérielle) [64].

e Glutathion peroxydase (GPx)

La GPx est une sélénoprotéine, I’activité enzymatique de la GPx se trouve principalement
dans les cytoplasmes des cellules eucaryotes, en éliminant les hydroperoxydes lipidiques
(ROOH) et non lipidique H,0O, [65].

GPx
2GSH + ROOH > GSSG+ROH+H,0
GPx
2GSH + H,0, > GSSG + 2H,0
e Catalase

Cette enzyme est présente dans les peroxysomes des cellules eucaryotes, elle catalyse la

dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et dioxygene [65].

Catalase
2 H,0, > O, + 2H,0

1.4.3.2 Systémes de défense non enzymatiques

e Glutathion, protéines - thiols

Le glutathion est ’acide glutamique-cystéine-glycine, c’est le thiol majoritaire au niveau
intra-cellulaire (GSH). Il est chélateur des meétaux de transition, cofacteur de la GPx, il
régenere la vit E et C. D’autres protéines (qui possédent des groupements thiols comme

I’albumine) sont aussi réactives envers les ERO [64].
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e Antioxydants d’origine alimentaire
Sont diverses, les plus connus étant :

o Les vitamines

La vitamine E (a-tocophérol) est I’antioxydant majeur des peroxydations lipidiques, elle
protége les bases nucléotidiques des brins de I’ADN et des protéines, contribuant ainsi a la
lutte contre les formes réactives de 1’oxygene. Elle joue aussi un role important dans la
prévention des maladies cardio-vasculaires.

Les ¢léments d’origine végétale les plus riches en vitamine E étant les céreales et les huiles
végetales (Mais, blé, huile de tournesol, huile de noisette, etc.). La vitamine E existe aussi
sous forme synthétique [66-67].

La vitamine C est un excellent piégeur des (HO+ ou Oye-), elle régénére la vitamine E en
inhibant la peroxydation lipidique et joue un réle important dans le renforcement du systeme
immunitaire. La vitamine C contribue a la synthése du collagéne, protége I’endothélium
capillaire, les globules rouges et les leucocytes [64-68].

o Les polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe trés important des métabolites secondaires produits
par les plantes. Ces molécules organiques sont subdivisées en plusieurs classes, y compris les
stilbénes, lignanes et les flavonoides. Plusieurs études ont montré que les polyphénols dans les
fruits, les légumes et les plantes médicinales sont une source de composés a activités antioxydantes
remarquables. Ces substances sont reconnues comme des chélateurs d’ions métalliques, réparateurs
des dommages oxydatifs de I’ADN et comme agents anti-inflammatoires [69-70].

L’activité antioxydante des composés phénoliques est due principalement a leurs propriétés
redox en réduisant les agents donneurs d’hydrogene et en éliminant I’oxygene singulet [58]. IL
a été montré aussi que les polyphénols ont une meilleure activité antioxydante in vitro que celle
de la vitamine C et E [71]. Des études (in vitro et in vivo) menées sur des souris exposées aux
UV, ont montré que I’administration des polyphénols aux souris prévenait la survenue des
cancers cutanés [70].

o Les caroténoides

Se sont des pigments de couleur variante de 1’orange au rouge orangé appartenant a la
famille des terpénoides. Parmi six cents caroténoides identifiés, une soixantaine de composés
sont des provitamines A, notamment I’ o, /3, y-caroténe et la cryptoxanthine.

Les caroténoides contribuent au renforcement du systeme de défense cellulaire contre les
radicaux libres (I’oxygene singulet et les radicaux peroxydes). Le f-caroténe a tire d’exemple

est trés réactif vis-a-vis les ROO*® :
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B-CAR + ROO* RO, + B-CAR«+

v

Cette activité antioxydante est due a la présence d’un systéme de double liaison conjuguée
trés large. Un apport important en caroténoides par 1’alimentation diminue la survenu du
cancer tels que le cancer du poumon, de 1’cesophage, du sein, de la bouche et de la prostate.
[72-74].

o Lesoligo-éléments
- Le Sélenium : cofacteur des glutathion peroxydase et thiorédoxine réductase. Il contribue a
la prévention des dommages causés sur I’ ADN par les radicaux libres.

- Le Zink : cofacteur du superoxyde dismutase, renforce le systtme immunitaire contre les
UV et joue un réle important dans le métabolisme des nucléotides et de la production des

prostaglandines [64-70].

HOH,C(OH)HC.__O.__0
CieHas \SZ\{
o)

HO OH

a-Tocophérol Acide ascorbique

COOH
g
OH
OH OH O
Acide caféique Quercétine

Fig.06 : Structures chimiques de quelques oxydants d’origine alimentaires
a-Tocophérol (Vitamine E) ; Acide ascorbique (Vitamine C) ; Acide caféique ; Quercétine (Famille

des polyphénols)
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1.4.4 Pouvoir antioxydant des huiles essentielles

L’examen de la composition chimique d’une huile essentielle permet de prédire
grossiérement son potentiel antioxydant. On peut s’attendre a un bon comportement antioxydant
des huiles essentielles comportant une teneur élevée en composes phénoliques et en composants
terpéniques insaturés de type cyclohexadiéne (exemple : y-terpinéne). D’autre part, une faible
activité jusqu'a nulle a été observée pour les huiles essentielles comportant peux (ou pas) de
composants phénoliques ou de leurs analogues « cyclohexadiene » quand ces huiles essentielles
sont melangées avec des graisses alimentaires [75].

11 a été mentionné que I’a-terpinéol (alcool monoterpénique) est capable de supprimer la
production des radicaux superoxydes. L'action antioxydante de I'a-terpinéol refléte sa capacité
d'agir en tant qu'agent de conservation dans les produits alimentaires, cosmétiques et dans les
produits pharmaceutiques en empéchant I’oxydation dégénérative de leurs composants*[76].

Les huiles essentielles de Thymus spathulifolius et d’Origanum vulgare L. ssp hirtum
ont montré une bonne activité antioxydante similaire a celle de I’antioxydant synthétique
« BHT ». Ce résultat est attribué a la contenance élevée des huiles en composés phénoliques
(thymol et carvacrol) [76].

Cependant D’activité antioxydante des huiles essentielles ne peut étre attribuée
seulement aux composés phénoliques, les cétones, les aldéhydes, les hydrocarbures et les
éthers contribuent aussi a des activités antioxydantes de quelques huiles essentielles. Les
huiles essentielles de Thymus caespititius, Thymus camphoratus et Thymus mastichina ont
montré une bonne activité similaire a la vitamine E. Les trois especes sont caractérisées par un
taux élevé en linalool et en 1,8-cinéol avec une absence totale de thymol et de carvacrol [77].
1.4.5 Méthodes de mesure de I’activité antioxydante (Méthodes in vitro)

Plusieurs méthodes ont été décrites pour évaluer la capacité antioxydante in vitro d’un
compose. L’activité antioxydante d’un composé ne peut pas étre mesurée quantitativement
d’une fagon précise avec une seule méthode, compte tenu de la complexité du processus
d’oxydation. Pour cela, il faut combiner les résultats de plusieurs tests pour avoir une
indication sur I’activité antioxydante de I’échantillon en question : ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), CUPRAC (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter), TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances), ABTS utilisant le cation radical ABTS+e (2,2-

azinobis-3-éthyl-benzothiazoline-6-sulphonate), la méthode du radical DPPHe (2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl), ainsi que le test du blanchissement de la s-caroténe] [51-52,78].
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1.4.5.1 Test DPPH

La méthode a été introduite par Blois (1958) et développée par Brand-Williams et ses
collegues (1995). Elle consiste a déterminer par spectrophotométrie le changement de la
concentration du radical DPPHe quand il est en réaction avec un antioxydant [79].

Le DPPHe (2,2 diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable de couleur
violette intense. Ce radical présente une bande d’absorption intense vers les 517-528 nm dans
une solution de méthanol ou d’éthanol. La couleur du radical change du violet vers le jaune
quand il est réduit par un donneur d’hydrogéne, formant ainsi 1’hydrazine correspondant
(Figures 7 et 8) [52].

NO, NO,
- H
O,N N—N O,N N—N
NO, NO,
Fig.07 : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle Fig.08 : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine

Foti et ses collaborateurs [80], ont suggéré que la réduction du DPPH suit deux mécanismes:
soit par transfert d’hydrogeéne ou bien par transfert d’électrons. La prédominance de 1’un par
rapport a I’autre dépend de la nature du solvant et du potentiel redox des especes présentes.
La réaction par transfert d’électrons est rapide dans les solvants polaires tels que le méthanol
[80].

La mesure de la diminution de la couleur violette du radical par spectrophotométrie
conduit & déterminer I’efficacité de I’antioxydant. Le test DPPH est généralement le plus
utilisé en raison de la stabilité du radical DPPHe, de la simplicité et de la reproductibilité
de la méthode. Le temps utilisé pour étudier ’activité antioxydante d’un échantillon est
relativement court comparé avec d’autres méthodes [81-82].

Evaluer I’activité antioxydante suit 2 approches:

1- Suivre la cinétique de réduction du radical DPPHe par I’antioxydant a différentes

concentrations jusqu'a atteindre le plateau (valeur stationnaire de la concentration du radical).
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2- Mesure de la concentration initial du radical au début de la réaction puis apres un temps
d’incubation, qui varie selon les études d’1mn jusqu'a 60 mn. 1l a été rapporté aussi un temps
d’incubation de 24 h [83].

Les résultats sont toujours portés par rapport a un antioxydant de référence comme la
Vit C, le BHT et le Trolox [51,52].

Dans la majorité des études, ’activité est estimée en CEsq ce qui correspond a la
concentration de 1’antioxydant nécessaire pour la diminution de la concentration initiale
du radical DPPH*® de 50% appelée aussi concentration inhibitrice (Clsp). L évaluer permet
de comparer I’activité de plusieurs échantillons : plus la Clsg est faible plus la capacité
antioxydante du composé est grande.

Le temps nécessaire pour atteindre 1’équilibre a CEsg est appelé Tceso [84]. Suivant ce
parameétre, on peut classer le comportement cinétique des antioxydants comme suit : <5 mn :
rapide ; 5-30mn : intermédiaire ; > 30mn : lente [84].

Pour mieux évaluer I’activité anti-radicalaire, un autre paramétre a été introduit
nommé « I’Efficacité anti-radicalaire » : [EAR= 1/CEsy Tceso] [85].
1.4.5.2 Test FRAP

The Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) est une méthode utilisée la premiére
fois pour évaluer la capacité antioxydante du plasma sanguin, puis étendue pour étudier le
pouvoir antioxydant (The Ferric Reducing Antioxidant Power) des plantes, des extraits
organiques et aqueux, des aliments. C’est une méthode simple, rapide et reproductible [85].

Le pouvoir antioxydant d’un échantillon est déterminé en mesurant par spectrophotométrie a
593 nm le changement de couleur résultant de la réduction du complexe tripyridyltriazine

ferrique (Fe"' —TPTZ) par un antioxydant en tripyridyltriazine ferreux (Fe" — TPTZ) de

couleur bleue intense. La réaction se fait a un pH faible a 37°C (Figure 09) [85].
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Fig. 09 : Réduction du (Fe"' —TPTZ) en (Fe'" - TPTZ)

L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

de I’extrait dans les conditions de réaction [82,86]. Pour évaluer le potentiel antioxydant d’un
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extrait, le changement de couleur peut étre comparé a celui d’un antioxydant standard comme
la vitamine C. Néanmoins, le test a montré des inconvénients dont la non capacité de quelques
antioxydants biologiques comme le GSH (Glutathion) a réduire le Fe (111) [87].

1.4.5.3 Co-oxydation du g -caroténe et de I’acide linoléique (Test de blanchissement du
p-carotene)

La peroxydation lipidique est un processus en chaine complexe impliquant une variété de
radicaux. L’oxydation des lipides conduit au rancissement des aliments, affecte la qualité des
produits agroalimentaires et cosmétiques et peut avoir méme des effets néfastes sur la santé
humaine. Parmi les méthodes d’évaluation de la capacité antioxydante, le test du blanchissement
du p-caroténe semble intéressant. La méthode est largement utilisée pour évaluer ’activité
antioxydante des extraits de plantes, des fruits et Iégumes et des aliments [88].

C’est une technique spectrophotométrique développée par Marco puis modifié par
Miller. Elle consiste a mesurer a 470 nm la décoloration du £ — caroténe. Cette décoloration est
suite a I’oxydation du S-carotene par les produits de dégradation de 1’acide linoléique [89-
90].

La présence d’un antioxydant pourra retarder la cinétique de blanchissement du S - carotene.
La méthode est sensible, simple et relativement rapide (2 heures environ) mais il reste que
I'interprétation des résultats n’est pas facile car le f -carotene est lui-méme un antioxydant
sensible a I’oxygene [91].

1.5 Activité antimicrobienne
1.5.1 Introduction

Les antibiotiques restent le moyen le plus utilisé pour lutter contre les maladies
infectieuses. Cependant I’utilisation abusive et excessive des antibiotiques conduit a une
résistance devenue un probléme de santé publique trés préoccupant. En I’absence de réelles
stratégies de recherches de nouveaux antibiotiques, nous pousse a trouver (ou a adopter) de
nouvelles alternatives afin d’acquérir ces derniers. Ceci poussa plusieurs chercheurs a étudier
les plantes a vertus médicinales pour en extraire les principes actifs.
1.5.2.Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues a partir des plantes aromatiques pourraient remplacer ou
renforcer les antibiotiques. En effet, plusieurs études ont confirmé I’action inhibitrice des huiles
essentielles contre des bactéries & Gram-positifs et 8 Gram-négatifs. L’activité biologique d’une
huile suit sa composition chimique : les huiles essentielles riches en phénols (carvacrol, thymol

et eugénol), en alcools (linalool), en aldéhydes (cinnamaldéhyde) présentent une bonne activite
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antimicrobienne [92]. Les phénols ont montré une plus grande efficacité antibactérienne, virale et
parasitaire, ils entrainent des lésions irréversibles sur les membranes [93].
1.5.3 Tests de sensibilité antimicrobienne « in- vitro »

Plusieurs travaux durant les 20 derniéres années ont permis d’énumérer des techniques
de référence afin de déterminer la sensibilité des champignons aux antifongiques ainsi que
celle des bactéries vis-a-vis des molécules d’antibiotiques [94].
1.5.3.1 Méthode de diffusion sur disques (aromatogrammes)

En microbiologie, la méthode de diffusion sur milieu solide (antibiogramme et
antifongigramme) en utilisant les disques est tres utilisée. Elle consiste a ensemencer en
surface d'un milieu solide, la souche a tester en utilisant la technique d’écouvillonnage puis a
déposer des disques stériles de papier filtre comprenant le produit a tester (a une concentration
déterminée). Il s'établit un gradient de concentration qui varie avec le temps. La boite ainsi
préparée est mise a incuber pour une période qui varie entre 18h et 24h a 37°C. Il est possible
de voir la croissance bactérienne (au milieu de la boite) ainsi que des zones d'inhibition de la
croissance circulaire a proximité de chaque disque. Plus la zone d’inhibition est grande, plus
la souche est sensible. Des disques (témoins négatifs) et des disques de comparaison

(antibiotiques, antifongiques) sont inclus dans les essais [95].

Colonies des bactéries

Disque imbibé avec
I’huile essentielle

Zone d’inhibition

Fig.10 : Aromatogramme (Schéma simplifié)
(Source : Bechlaghem Karima)
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1.5.3.2 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Au laboratoire, on différencie plusieurs techniques: celles en milieu liquide (en tubes ou
en microplaque) et en milieu solide gélosé.

e Meéthodes en milieu liquide

A la différence de la méthode de diffusion sur disques, la méthode de dilution permet de
tester les produits directement mélangés avec le milieu de culture.
C’est une meéthode quantitative qui nous permet d’évaluer dans le cas ou il y a
présence d’une activité (décelée par la méthode précédente) le seuil minimum de cette
activité appelée la concentration minimale inhibitrice ou CMI.

» Meéthode des Microplaques a 96 puits

Des microplaques (plagues de microtitration) sont utilisées pour la détermination de la
CMIL. La plaque a 96 puits permet de déterminer la CMI de 8 composes vis-a-vis une méme
souche. Dans les cupules d’une méme ligne, les dilutions des composés sont introduites a
’aide d’une micropipette. L’incubation se fait pour 24h a la température de 37°C. La CMI

correspond a la concentration de la cupule ne présentant pas de croissance [96].

Fig.11 : Plaque de microtitration

(Source : Bechlaghem karima)

e Méthode des dilutions sur milieu solide

Une série de dilution des produits a tester sera réalisée. Ensuite, 1Iml de chaque dilution
sera déverse dans une boite de pétri a laquelle on ajoute 19 ml d’une gélose maintenue a
45°C. L’ensemble va étre mélangé et solidifié devant une source de chaleur.
L’ensemencement se fait par spot a partir d’un inoculum dilu¢ au 1/10 du standard 0,5
Mc Farland. La boite doit étre séchée devant un bec bunsen. L’incubation dure pendant 18-24
ha37°C.

A travers cette méthode plusieurs souches microbiennes peuvent étre testées en méme

temps vis-a-vis d’une méme concentration. La lecture se fait a I’ceil nu et la CMI est alors
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jugée comme étant la plus faible concentration a laquelle aucune croissance visuelle n’est
décelée [97].

1.6 Activité enzymatique: Inhibition de I’a- amylase

1.6.1 Introduction

Actuellement le diabéte sucré reste 1’un des principales causes de mortalité dans le
monde. D’aprés 1’organisation mondiale de la santé (OMS), le diabéte sera en 2030 la 7°™
cause de déces dans le monde [98].

En Algérie, le diabéte est classé 2™ maladie chronique aprés I’hypertension. En 2010, 10%
de la population ont été identifié comme diabétiques. Le diabete type 2 (nhon insulinodépendant) est
la forme la plus fréquente du diabéte. Une étude réalisée dans la région de Tlemcen (ouest algérien)
a montré que la prévalence du diabéte est de 15,3% en milieu urbain et 12,9% en milieu rural,
56,7% des diabétiques sont obéses [99].

1.6.2 Traitement du diabéte

e Les antidiabétiques oraux (ADO) [100]

Les classes de médicaments composant les ADO sont :
- Les biguanides qui favorisent I’action de I’insuline en diminuant la production de glucose
dans le foie ;
- Les sulfamides hypoglycémiants (appelés sulfonylurées) et les glinides (également appelés
méglitinides), qui stimulent la production d’insuline ;
- Les glitazones (également appelés thiazolidinediones) qui réduisent la résistance a I’insuline;
- Les inhibiteurs des a-glucosidases qui freinent I’absorption du glucose par I’intestin.
Les biguanides et les sulfamidés hypoglycémiants sont utilisés depuis longtemps dans le
traitement du diabete de type 2.
1.6.3 a-amylase : Mécanisme d’action, Inhibition

L’a-amylase salivaire et pancréatique catalyse 1’hydrolyse des liaisons

a-(1—4)-D-glycosidiques des polysaccharides (amidon et glycogene).
L’amidon est un mélange de deux polysaccharides : I’amylose et I’amylopectine qui sont
attaqués de maniere différente par I’enzyme. Les a-glycosidases situées sur la membrane
de bordure en brosse des cellules intestinales, hydrolysent les oligosaccharides résultants en
glucose. Cette dégradation permet 1’absorption du glucose et fait augmenter la glycémie
(Figure 13) [101,102].

Les inhibiteurs de 1’a-amylase et les a-glucosidases empéchent la dégradation de
I’amidon et des disaccharides en monosaccharides, agissant comme inhibiteurs compétitifs a

diverses enzymes [103].

26



Chapitre I : Huiles Essentielles, Mode d’Obtention, Caractérisation et Activités Biologiques

L’acarbose (Figure 13) et le miglitol, deux inhibiteurs des a-glucosidases ralentissent
I’absorption intestinale des hydrates de carbone, ainsi la tolérance du glucose des personnes
diabétiques sera améliorée [104]. Cependant, ces inhibiteurs provoquent des troubles
intestinaux accompagnés de troubles digestives (diarrhées, flatulences). La recherche d’autre
inhibiteurs a partir des plantes restent nécessaire en raison de leur faible co(t et aux faibles

effets secondaire gastro-intestinaux [105].

| o - amylase

Maltose
(Glucose+Glucose)

i

Glucose Glucose

! '

Taux de glucose sanguin

Fig. 12 : Hydrolyse de I’amidon catalysé par I’a-amylase

(Source : Yang et collaborateurs, [102])

amyinss

Emnchaimeament 1-4

Fig 13 : Enchainement 1-4 dans les liaisons glycosidiques de I’amylose (a gauche) ; Acarbose
(a droite)
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1.6.4 Effet antidiabétique des plantes médicinales : mode d’action, principes actifs a effet

hypoglycémiant

Les antidiabétiques oraux causent généralement des effets secondaires ce qui
complique le traitement du patient diabétique. Le développement de nouveaux médicaments
a moindre codt, a incité beaucoup de chercheurs a trouver d’autres sources de molécules
bioactives dans le regne végétal.

Plus de 800 plantes dans le monde a potentiel hypoglycémiant ont été reconnues [106],
avec plus de 200 composés purs a activités antidiabétiques [107] appartenant a différentes espéces
de plantes. Celles qui sont considérées comme hypoglycémiantes puissantes sont regroupées dans
les familles suivantes: Leguminoseae (11espéces), Lamiaceae (8 espéces), Liliaceae (8 espéeces),
Cucurbitaceae (7 espéces), Asteraceae (6 especes), Moraceae (6 especes), Rosaceae (6 especes),
Euphorbiaceae (5 espéeces) et Araliaceae (5 espéces) [108].

En Algérie, les plantes médicinales sont fréquemment utilisées pour le traitement du
diabéte. L enquéte ethnobotanique menée dans 1’ouest de 1’ Algérie par (Allali et collaborateurs)
[109], a recensé 58 plantes médicinales a effet antidiabétique, les plus utilisees étant :
Trigonella foenum graecum (Leguminosae), Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae), Saccocalyx
satureioides (Labiatae), Berberis vulgaris (Berberidaceae), Aloe vera (Liliaceae) et Globularia
alypum (Globulariaceae).

Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés impliquant les effets antidiabétiques
des extraits de plantes qui ont montré une action inhibitrice de la réabsorption rénale du
glucose, une stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta, ou/et inhibition
du processus de dégradation de I’insuline et une réduction de la résistance a I’insuline. Autres
mécanismes impliquant une action protectrice ou /et régénératrice des cellules pancréatiques
béta, une inhibition de la 8 -galactocidase, 1I’a— glucocidase et de 1’a-amylase [106,108].

De nombreuses investigations ont été menées sur différentes espéces de plantes dans
le but d’identifier de nouveaux agents hypoglycémiants. Les constituants chimiques identifiés
dans les familles suivantes ont montré un effet hypoglycémique intéressant, citons: les
mucilages, les glycanes, les protéines, les pectines, les flavonoides, les stéroides, les triterpénoides
et les alcaloides [110-111].

Chez les huiles essentielles, Le camphene a été identifié comme inhibiteur de I’a- amylase.
L’acide rosmarinique et d’autres composés phénoliques tels que le carvacrol ont montré une

forte inhibition de la dégradation de 1’amidon par I’a- amylase pancréatique et salivaire.
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L’hydrocarbure terpénique d-limonene a été reconnu pour avoir un effet antidiabétique [112-
113].
1.6.5 Evaluation de I’activité inhibitrice de I’a-amylase

Le test d’inhibition de Iactivit¢ enzymatique est effectué par un dosage
colorimétrique des sucres réducteurs (oligosaccharides, dextrines, maltose et glucose) issus de la
dégradation de I’amidon par I’a-amylase [114].

En milieu alcalin et chaud, I’acide 3,5-dinitrosalicylique réagit avec les oses
réducteurs pour former I’acide 3- amino-5-nitrosalicylique qui absorbe fortement la lumiére
visible a 540 nm. La couleur de la solution vire du rouge orangé au rouge. L’intensité de la
coloration est proportionnelle & la quantité des sucres réducteurs présents dans le milieu
réactionnel. En présence d’un inhibiteur de I’a amylase, 1’absorbance diminue [115].

1.7 Activité insecticide
1.7.1 Introduction

L’alimentation humaine est fournit principalement par 1’agriculture, la situation alimentaire
des pays en voie de développement (surtout dans les pays de I’ Afrique subsaharienne) montre
que ces populations souffrent de malnutrition et spécifiguement de carences protéiques. La
culture des légumineuses s’est révélée une des meilleures solutions, les légumineuses sont une
source de protéines la moins colteuse [116].

Les légumineuses ou Fabacées sont des plantes dicotylédones cultivées pour leurs
graines qui représentent une part importante de I’alimentation humaine et animale.

Du point de vue nutritionnel, les Iégumineuses sont trés importantes. Les graines des
Iégumineuses contiennent entre 20 et 25% de protéines (2 a 3 fois plus que les céréales) et
renferment 24 acides aminés indispensables a 1’alimentation. Les légumineuses sont aussi riches
en divers minéraux comme le potassium, le calcium et le fer. Elles sont source de vitamines du
groupe B. D’autre part, ces cultures sont les plus respectueuses de 1’environnement parce
qu’elles assurent leurs propres approvisionnement en azote (grace a 1’activité de bactéries
symbiotiques, les Rhizobium) contribuant ainsi a maintenir la fertilité des sols, réduisant les
colts de production et limitant d’autre part la pollution des nappes phréatiques par les nitrates
des engrais [117-119].

Les principales légumineuses seches utilisées sont, par ordre d’importance, les haricots
secs, les pois secs, les pois chiches, les lentilles, les doliques, les pois d’Angole et les feves.

Ces cultures sont soumises a plusieurs contraintes qui agissent sur la qualité et la quantité

des produits attendus. Les performances agronomiques de la plante cultivée ont été améliorées
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dans un environnement édaphique et climatique contrdlée mais 1’agriculteur doit toujours
composer avec d’autres agents biologiques comme les insectes qui peuvent causés tant de
pertes dans les champs ou en stock [119]
1.7.2 Situation actuelle en Algérie

La culture des légumineuses en Algérie subit plusieurs contraintes qui peuvent affecter la
production de ces cultures. Les aléas climatiques et les ravageurs constituent un sérieux probleme
au cours du stockage des grains apres la récolte. Les graines sont généralement attaquées par les
coléopteres Bruchinae dont les larves ne consomment et ne se développent que dans les graines
mares des Iégumineuses [120].

La production nationale est marquée par un déficit de ces produits qui dominent la
base de la consommation algérienne. Le taux de production est d’'une moyenne de 67.990
tonnes impliquant une couverture d’une moyenne de 27% (pour la période de 2008-2012), par
conséquent le recours aux importations est nécessaire malgré les efforts indéniables réalisés.
La moyenne des importations est de 182.145 tonnes pour la méme période [121].
1.7.3 Production mondiale du pois chiche

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est la troisieme Iégumineuse a grains la plus cultivée au
monde apres les haricots et le soja. Elle est considérée comme une source agronomigue importante
de protéines (19,3-25,4%) [122].

La production du pois chiche a augmenté durant les dernieres décennies dans le
monde, elle a atteint 09 millions de tonnes aprés le haricot sec (19 millions de tonnes) [123].

Le principal producteur de pois chiches est I’Asie du Sud avec 71% de la production
mondial. En 2013, I’Inde a dominé la production mondiale avec 67%, soit 10 fois plus que
I’ Australie qui est classée 2°™ mondialement. Les autres principaux producteurs de pois chiches
au monde sont le Pakistan, la Turquie, le Mexique et le Canada [124].
1.7.4 Production nationale du pois chiche

En Algérie, le pois chiche est un élément tres présent dans la cuisine algérienne. Il
occupe une place importante dans le domaine agricole. En surface cultivée, cette espece
occupe la deuxiéme place apreés la féve et la féverole [125].

La culture du pois chiche a faillit disparaitre dans les années 70 car sa culture
traditionnel était épuisante mais la mécanisation a pu sauver cette culture [126].

La production annuelle des pois chiches sont de 45.000 tonnes, ce déficit en matiére de
consommation rend les importations de pois chiche importantes malgré les aides fournies par

I’état aux agriculteurs. Les importations sont estimées a plus de 150.000 tonnes par an, soit
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200 millions de dollars. Les pays fournisseurs de 1’Algérie sont le Vietnam, 1’Espagne, et la
Thailande avec des parts de marché de 49,27 et 16,4% respectivement.

Avec plus de 57.575 quintaux de pois chiches durant la saison agricole 2010-2011, la
wilaya d’Ain Témouchent s’illustre parmi les wilayas qui ont réalisé les meilleures performances
dans ce domaine. La wilaya devrait permettre la couverture de 25% des besoins du pays en cette
matiere, souligna la direction des services agricoles. Le suivi des itinéraires techniques,
I'utilisation de labours profonds, d’engrais adéquats et I’irrigation d'appoint sont des facteurs qui
ont contribués a cette performance [126].

1.7.5 Maladies et ravageurs des stocks de légumineuses

Parmi les facteurs de diminution de la production des légumineuses dans le monde, on
trouve les maladies virales et fongiques ainsi que les insectes ravageurs.

Au niveau mondial, la principale maladie du pois chiche est 1’ascochytose qui est
provoquée par Ascochyta rabiei (Pass.)Labr., (agent pathogene fongique du pois chiche). En
Algérie ainsi que dans les pays du Maghreb, la maladie la plus rencontrée dans les cultures des
pois chiches est I’anthracnose qui cause le plus de dégats, la diminution en rendement peut
atteindre jusqu'a 100% [123].

Les bruches (Coleoptera : Bruchidae) sont les plus importants insectes ravageurs des
Iégumineuses a grains notamment dans les pays chauds. Ces insectes envahissent les graines
au champ et se multiplient pendant 1’entreposage [127].

Les Bruchidae comprennent deux groupes, le premier renferme des bruches qui se
développent dans les graines encore vertes (bruches des champs) ayant une seule génération
annuelle (espéces univoltines), et le deuxiéme groupe englobe des bruches qui se développent
dans les graines séches (dans les entrepdts) qui ont plusieurs générations annuelles (especes
polyvoltines). C’est le cas de Callosobruchus maculatus (bruche du pois chiche) [120] (Figure
14).

Les pertes aux denrées stockées par ces bruches sont trés importantes. C. maculatus, (un
des insectes les plus nuisibles des légumineuses stockées) peut causer la perte totale d’un

stock, 800g/Kg de perte sont estimés aprés 7 mois de stockage [127-128].
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Fig. 14 :
A gauche : Infestation du pois chiche par C. maculatus
(Source : Bechlaghem karima)
A droite : Deux formes distinctes de C. maculatus identifiés dans la nature (\Voiliere,
fréguente dans les champs ; non voiliére plus fréquente dans les greniers)
(Source : Viaud, P., [129])

e Position systématique [130]

La position systématique du bruche de pois chiche est comme suit :

5

Régne : Animal
Embranchement : Arthropodes

Classe : Insectes Ordre : Coléoptéres

Sous ordre : Hétérogastra

Famille : Bruchidae

Sous famille : Bruchinae

Genre :Callosobruchus

Espéce: Callosobruchus maculatus (Fabricius)
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Les femelles pondent leurs ceufs sur les graines ou les gousses et les larves néonates
pénétrent dans les graines immatures. Les larves détruisent I’enveloppe interne des graines
pour y faire leur loge de nymphose [127].

1.7.6 Moyens de lutte

Pour améliorer I’efficacit¢ de la gestion des insectes ravageurs des cultures et des
denrées stockees, la recherche a développé plusieurs formes de lutte (lutte chimique, lutte
biologique, résistance variétale), cependant leur appropriation reste limitée.

Les pesticides de synthése ont montré une efficacité a contréler les insectes nuisibles,
néanmoins de nombreux griefs leur sont attribués. Parmi lesquels on trouve 1’accoutumance
des insectes, la pollution de I’environnement, les désordres écologiques et les intoxications
[131].
1.7.6.1 Insecticides de contact [116]

e Composés organochlorés
Le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) et le lindane (hexachlorocyclohexane) sont tres
actifs contre C.maculatus, leur DL50 (dose 1étale pour 50% de la population d’insectes) est
0,022 et 0,01 pg/ adulte respectivement. Ces deux pesticides sont trés toxiques pour I”’homme.
e Composés organophosphorés
Parmi les produits polyvalents utilisés contre les insectes des denrées on trouve :
Le malathion, le primiphos méthyle, le chlorpyriphos méthyle, le dichlorvos. Le primiphos méthyle
apparait le plus efficace contre la bruche du niébé.
e Carbamates
Le carbaryl est le plus utilisée, sa DLsg est de 0,25 pg/ adulte de C.maculatus.
e Pyréthrinoides de synthese
La perméthrine, la cyfluthrine et la deltaméthrine sont des produits a longue persistance
d'action avec une toxicité faible pour I'nomme.
1.7.6.2 Fumigants

La phosphine est trés utilisée dans les pays chaud, ce pesticide est trés actif contre les
ceufs et les larves de C.maculatus [116]. Néanmoins, les recommandations de I’OMS en 2005
et en 2015 sont en faveur de 1’élimination des fumigants classiques (bromure de méthyle et
phosphure d’hydrogéne) considérés nuisibles pour I’homme et I’environnement [132].

La manipulation des molécules toxiques contenues dans les pesticides par les

agriculteurs mal informés sur les risques de ces produits chimiques, peut avoir de graves
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conséquences. Leur application doit étre bien étudiée et la formation des agriculteurs pour une

lutte raisonnée doit étre aussi développée [119].

.I'f .I'f
{ / {
A\ / A\ /
N— N—
.I"f .I'f
I\ Fa\"
| — | | N | —( | | N
o. / \—"/ o. / \—"/
’ ~o \ ’ ~o
| \ | \
DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) Primiphos méthyle
— —\
{.r'r.l}" i \-:“1\_] ,."'Ir .ff \1-, 1'1}
, . ' |
/ LR
“-.H\____ B J_.r '\_‘l‘\..___.-f-r.-";
,-"Jr.-/f "\\_‘I"\_\‘
D__"-., | | )
/ \N—r/
NH—, —
! \\D N
\ ,,le
/ - . Br
0 % f
% ,:
A\
Br
Carbaryl Deltaméthrine

Fig.15 : Structures chimiques de quelques pesticides chimiques
(Source : WebBook de Chimie NIST)

Suite aux conséquences nefastes de I’utilisation des insecticides chimiques, la recherche
vers des méthodes alternatives s’avere nécessaire. La recherche s’oriente vers 1es ressources
végeétales a effet insecticide. Parmi les derivés de plantes, les huiles essentielles constituent la
formulation adéquate alternative, elles agissent comme des fumigants naturels [132-133].

1.7.7. Utilisation des plantes insecticides : Action des huiles essentielles

Les plantes sont utilisées depuis longtemps pour la protection des récoltes pour leurs
effets répulsif, de contact ou fumigant. Avec la diversité des plantes qui existent, les molécules
bioactives varient d’une famille a une autre et la sensibilité différe d’un stade a un autre pour le

méme insecte [131].
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L’application des huiles essentielles pour la protection des denrées au cours du stockage a
fait objet d’importants travaux. La toxicité des huiles s’exprime de différentes maniéres : activité
ovicide, larvicide, antinutritionnelle et inhalatoire [132].

La toxicité des huiles essentielles est importante contre les adultes de bruche en absence
de graines qu’en présence de graines. La présence de résidus d’huile essentielle sur les graines
n’altére pas la germination des graines traitées mais elle peut affecter la qualité nutritionnelle de
ces graines [134-135].

L’’étude de Kim et collaborateurs [136], montre que 1’activité des huiles essentielles
varie selon la plante, I’espéce de I’insecte et le temps d’exposition.

Les mécanismes d’action des huiles essentielles sur les ravageurs ne sont pas trés bien
connus mais il a été¢ suggéré que les huiles essentielles agissent sur les récepteurs d’octopamine
(neurotransmetteur qui a un effet regulateur sur le rythme cardiaque, la motricité, la ventilation, le
vol des invertébrés) [128]. D’autres études ont indiqué qu’en situation de stockage, les composés
soufrés et terpéniques des huiles essentielles peuvent inciter une mortalité importante des adultes et
des ceufs a faible dose. Les auteurs ont suggéré que les monoterpenes sont des neurotoxiques qui
provoquent I’inhibition de 1’acétylcholinestérase, les composés soufrés agissent sur les canaux
potassium de la blatte et n’ont pas d’effet cholinergique [132-134]. L’activité insecticide des
huiles essentielles dans beaucoup de plantes est due principalement aux monoterpenes. En
raison de leur grande volatilité, ils ont une action fumigante importante sur les insectes des
denrées stockés. Le carvacrol (un monoterpéne oxygéné) est douée d’une grande activité
insecticide et acaricide [136].

1.7.8 Evaluation du pouvoir insecticide des extrais de plantes

L’étude de la toxicité des extraits naturels permet de faire apparaitre le réle de ces
extraits pour limiter la population des ravageurs. Estimer le taux de mortalité est considéré
comme le 1* critére de jugement de I’efficacité d’un traitement chimique ou biologique. Les
tests consistent a mesurer la mortalité des insectes aprés traitement avec des solutions des
extraits végétaux suivant des méthodologies [137] puis a déterminer la dose létale pour 50%
de la population d’insectes (DLsp) [138].
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11.1 Introduction

Nous nous sommes intéresses a 1’étude chimique et biologique des huiles essentielles de
trois especes appartenant a la famille des Cistacées poussant en Algérie : Cistus ladaniferus L.,
Cistus albidus L.et Cistus monspeliensis L. le choix de ces trois plantes est basé sur une étude
éthnobotanique sur 1’utilisation de ces espéces par la population de la région de Tlemcen (Nord-Ouest
du pays) et en une absence totale d’études chimiques sur la composition des huiles essentielles
des trois cistes en Algérie. Trés peu de travaux ont été mentionnés sur 1’activité biologique des
huiles essentielles des espéces choisis.

11.2 Présentation de la famille des Cistacées

La famille des Cistaceae (Cistacees) est une grande famille constituée de plantes
dicotylédones, environ 175 espéces sont réparties en 8 genres distribués dans les zones
tempérées de I’hémisphére nord et dans le sud du continent américain. La grande biodiversité
de cette famille se situe dans le bassin méditerranéen [1-4].

Le genre Cistus est dominant dans cette famille avec plus de 25 espéces, certaines sont
endémiques et d’autres distribuées partout, des iles Canaries aux montagnes du Caucase.
L’abondance des espéces de ce genre se trouve principalement dans la partie Estde la
méditerranée: en Espagne, en Portugal, dans le Nord-Est de I’ Afrique, en Gréce et en Turquie.
Cette répartition suit les conditions climatiques et le sol [5,6]. Les especes les plus abondantes
du bassin sont : C.monspeliensis L., C. ladaniferus L., C. salviifolius L., C. laurifolius L. et C.
albidus L.[7].

Les cistes sont des arbustes, sous arbustes ou des plantes herbacées pérennes qui
poussent dans les endroits ensoleillés sur des sols calcaires et siliceux. Elles sont pionniéeres des
environnements dégradés résultant d’une perturbation humaine (incendies, débroussaillements,
etc.). Le feu stimule la germination des cistes, ces espéces sont les premiéres a apparaitre apres
les incendies [8-12].

Les feuilles des cistes sont simples, opposées sans stipule, ovales, oblongues ou
lancéolées de couleurs vertes. Les fleurs sont hermaphrodites réunies en inflorescence ou
solitaires avec trois a cing sépales. Les pétales (au nombre de cing) sont de couleurs allant du
blanc au violet et au rose foncé avec une tache rouge foncé bien visible a la base de chaque
pétale chez quelques especes. Les étamines sont nombreuses et libres, le gynécée est formé
par un ovaire de trois a cing carpelles, le stigmate est capité ou discoide. Le fruit est sous
forme d’une capsule de 2 a 10 loges et valves. Les graines sont plusieurs genéralement petite

de formes tétraédres ou subtrigones [13].
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En Algérie, le genre Cistus L., est representee par dix especes : C.ladaniferus L., C. sericeus
Munby (espece endémique algéro-marocaine), C. libanotis L., C. villosus L., C. heterophyllus
Dest., C. salvifolius L., C. crispus L., C. albidus L., C. varius Pourret et C. monspeliensis L. [14].

Ces arbrisseaux peuvent atteindre plus de 1,5 m de hauteur pour certaines especes.
Elles poussent sur des sols calcaires et siliceux dans les foréts, les broussailles, le long des
cotes, dans 1’Atlas tellien et les hauts plateaux de 1’Algérie. Leur floraison s’effectue en
printemps entre Avril et Juin [14].

Dans la région Ouest de 1’ Algérie et spécifiquement a Tlemcen, 8 espéces de ce genre ont
été enregistrées, identifiées et répertoriées dans I’inventaire du parc national de la wilaya. II s’agit
de: C. albidus L., C. arboreus L, C. crecus L, C. heterophylus, C. ladaniferus L, C. monspeliensis
L, C.salvifolius L, et C.villosus L.

11.3 Description botanique des trois especes de cistes [14]
11.3.1 C. ladaniferus L.

Arbuste tres aromatique qui peut atteindre 2m de haut a feuilles planes ou simplement
ondulées de 6mm de large, lancéolées, glabres, luisantes et résineuses en dessus. Les
pédicelles droits sont cachés dans un amas de bractées ovoides, acuminées et soyeuses en
dedans. Les sépales sont glabres mais ciliés, sub-orbiculaires, tuberculeux. Les capsules sont
rondes et tomenteuses.

Les fleurs sont entierement blanches ou guttés de pourpre (Figure 16) avec un style tres
court ou méme nul, le stigmate est grand et discoide et la capsule a 6-10 loges. Les graines sont
petites, polyédriques, lisses ou a peine rugueuses. La plante pousse sur un sol calcaire dans les

foréts et broussailles.

‘ Wi £
Fig.16 : Cistus ladaniferus L.
(Source : Bechlaghem Karima. Forét de Hafir le 20.04.2014)
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11.3.2 C. albidus L. [14]

Plante peu odorante dressé de 40 a 100cm de long & feuilles tomenteuses blanchétres,
velouté de poils étoilés. Les feuilles sont ovales, oblongues ou lancéolées avec une nervure
principale bien saillante a la face supérieure et 3 a 5 nervures saillantes et anastomosées a la face
inférieure. Les fleurs sont grandes de 5 a 6 cm de diamétre, solitaires ou (2-3) en ombelle. Les
pieces de I’épicalice sont subcordiformes a la base. Les sépales sont amplement ovales a la base
et atténués au sommet. Les pétales égalant 2 a 3 fois le calice. Les graines sont fovéolées. Cette

espece pousse dans les plaines et les basses montagnes surtout calcaires (Figurel7).

a3 B 4 - DS
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Fig.17 : Cistus albidus L.
(Source : Bechlaghem Karima. Forét d’ez Ziatine le 05.05.2014)

11.3.3 C. monspeliensis L. [14]

Arbrisseau d’1m de haut, velu-visqueux en toutes ses parties. Ses feuilles sont linéaires ou
lancéolées, 1-3 nerviées, rugueuses a marges révolutées. Les fleures sont blanches de 2-3 cm de
diamétre, réunies en grappes unilatérales 2-8. Les pieces de I’épicalice sont subcordiformes a la
base. Les sépales sont ovales a la base et atténués au sommet. Le style est trés court avec un
stigmate discoide. La capsule est arrondie et oligosperme. La plante se dresse dans les foréts et

dans les broussailles en terrain non calcaire (Figure 18).

e ——

Fig.18 : Cistus monspeliensis L.
(Source : Bechlaghem Karima. Forét d’ez Ziatine le 05.05.2014)
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11.4 Pratique traditionnelle et usage des plantes étudiées

Dans la région de Tlemcen, les trois especes de cistes : C.ladaniferus L.,C. albidus L.
et C.monspeliensis L. sont connues sous le nom de « touzzala ».

Dans d’autres régions de 1’Algerie, elles sont aussi appelées « Touzzala » ou « Touzzel » [15].
D’autres noms vernaculaires leur sont attribués : « Ouerd », « Atai », « Oum aliya », «Tame itibt »
respectivement selon (Quezel et Santa) [14].

En thérapeutique traditionnelle locale, les infusions des feuilles de C. ladaniferus
préviennent des maladies rénales. Les feuilles de C. monspeliensis sont mélangées (en infusion)
avec les feuilles de quelques especes telles que le thym et le myrte pour traiter les infections
cutanées comme le prurit.

Une étude pharmacologique établit par le parc national de Chréa, a montré que les feuilles de
C. monspeliensis utilisées en décoction, sont considérées comme anti-hémorragiques, anti-
inflammatoires, et anti-diarrhéiques [16].

Dans I’'usage traditionnel au Maroc, la décoction des feuilles de C. ladaniferus est
utilisée pour traiter la diarrhée, les douleurs abdominales et les maux d’estomac [11]. En Grece,
L’infusion des feuilles de C. monspeliensis substitue le thé tandis que I’infusion des fleurs aide
a soulager les crises d’asthme [17]. Dans le passé en Italie, les feuilles de C. albidus étaient
séchées et utilisées comme du tabac [18].

L’usage ancestral des espéces de cistes a poussé plusieurs chercheurs a les investir pour
les valoriser. Des études menées sur les extraits et sur les huiles essentielles des trois cistes, ont
mis I’évidence a des activités antioxydantes, antimicrobiennes, activité inhibititrice de la
cholinestérase, activité cytotoxique et antiproliferative [11,13, 17, 19-24].

11.5 Usage et application des cistes en industrie

Les huiles essentielles de quelques espéces de cistes sont appréciées dans 1’industrie
des parfums et des cosmétiques [8, 25-26]. Les huiles essentielles ainsi qu’une résigne
obtenue de C. ladaniferus appelée labdanum, constituent 30% de la composition totale des
parfums modernes. Le labdanum est considéré comme un fixateur naturel utilisé dans la
production des parfums chyprés [1, 27].

Pour le genre Cistus, aucune information n’a été donnée concernant 1’utilisation des
extraits des espéces de ce genre en industrie alimentaire a part 1’utilisation des résines de

quelques espéces comme additifs alimentaires ou comme agents aromatisants [13].

50



CHAPITRE Il : Recherche Bibliographique des Cistes

11.6 Etude chimique des extraits de cistes
11.6.1 Introduction

Les recherches scientifiques citées dans la littérature illuminent des activités antimicrobiennes
et antioxydantes intéressantes des extrais de cistes. Ces études révelent un potentiel élevé de
ces especes que ¢a soit en huiles essentielles ou en extraits, du sdrement aux molécules
bioactives présentes. Les résultats fournis pourront servir au futur pour exploiter ces espéces
dans plusieurs domaines notamment le domaine de I’industrie alimentaire comme agents
antimicrobiens et agents conservateurs.

Nous allons reprendre dans cette partie les principaux travaux réalisés sur trois especes
de ce genre: C. ladaniferus L., C. albidus L. et C. monspeliensis L.

11.6.2 Etude chimique

L’analyse du labdanum (résine odorante obtenue a partir des feuilles et rameaux de
quelques espéces de ciste) est trés complexe, elle a donné lieu a plusieurs études. Les constituants
les plus caractéristiques du labdanum sont les diterpénes [28]. En effet, I’identification de la
composition chimique de la fraction neutre du résinoide du labdanum de C.ladaniferus par
De Pascual Teresa et collaborateurs (mentionné par Paolini dans sa these [29]) a conduit a
I’identification de 5 alcools dont 2 sesquiterpeniques (viridiflorol et 1édol) et 3 diterpéniques
(15-norlabdan-8-a-ol ; labd-8(17)-én-15-ol ;15-hydroxylabd-7-én-6- one). Dans la fraction acide,
les mémes auteurs ont identifiés deux acides diterpéniques (7-oxo-labd-8-én- 15- oique et le
6,8(17)-labd-15-en-oique) [30].

L’étude chimique du résinoide labdanum, de la concréte et de I’absolue de C. ladaniferus
par Greche et collaborateurs [26], a révélée la présence des composés majoriataires suivants :
labd-14-éne-16,18-diol, labd-14-én-8,13-diol, acide labdanolique , acide labda-7,8-dienoique et
I’acide 6-oxo cativique.

La fraction neutre et acide de la concréte obtenue des feuilles et rameaux de C.monspeliensis
a été analysé dans un travail fait par Tabacik et Bard [31], L’extrait (neutre et acide) est
constitue principalement par des molécules a squelette de type Cistane :

L’acide 18-hydroxyciste-3(4)-én-15-oique, 1’acide 18-acétoxyciste-3(4)-én-15-oique, Cciste-
3(4)-ene-15,18-diol (17%), I’acide 18-acétoxyciste-3(4)-én-15-oique.

Le travail de Viuda-Martos et collaborateurs [32], sur des extraits méthanoliques des
feuilles de C. ladaniferus et C. monspeliensis a permit d’identifier par CLHP des flavonoides
dont les composés les plus prédominants sont: 3,7-diméthyl-kaempférol et 3-méthyl-

kaempférol.
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L’analyse par CLHP de la composition polyphénolique des extraits aqueux de quelques
especes de cistes parmi eux : C. ladaniferus, C. monspeliensis et C. albidus a montré que les
composés les plus caractéristiques de 1’extrait aqueux de C. ladaniferus et C. monspeliensis
sont les tanins ellagiques tant dis que pour C. albidus se sont les flavonoides représentes

principalement par les flavanols (cathéchines) [5].

CH,OH

?

15-norlabdan-8-a-ol Labd-8(17)-en-15-ol

15-hydroxylabd-7-én-6-one Acide 7-oxo-labd-8-en-15-oique
CH,OH CH,OH
CH,OAc
CH,OH
Acide 18-hydroxyciste-3(4)-én-15-oique Acide 18-acétoxyciste-3(4)-en-15-oique
OH OH
HO O
O OH
OH
OH O OH
3,7-diméthyl-kaempférol Flavan-3-ol

Fig. 19 : Structures chimiques de quelques composés identifiés dans les extraits de :

C. ladaniferus L., C.monspeliensis L. et C. albidus L.
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La composition chimique des huiles essentielles de C. ladaniferus L., C. albidus L. et
C. monspeliensis L., a été étudiée par plusieurs auteurs des pays de la région méditerranéenne.
Les composés majoritaires des huiles essentielles des trois cistes sont regroupés dans le

tableau suivant.

Tableau 02. Composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles des espéces étudiées
(CL : C. ladaniferus ; CA : C. albidus ; CM : C. monspeliensis)

Cistus Composés Majoritaires Références

CL a-Pinéne (43,2%), Camphéne (12,2%), o-Cadinene(6,57%) [33]
a-Pinéne (39%),Viridiflorol (11,8%), Camphéne (2,1%) [34]
Camphor (19,46%), Bornéol (4,40%), a-Pinene (4,19%), [35]
Viridiflorol (15,1%), a-Pinéne (4,5%), trans-Pinocarvéol (3,8%) [27]
a-Pinéne (2,5%), p-Cymene (2,3%) [25]
a-Pinéne (47,1%), Camphéne (5,0%), Globulol (6,2%) [36]
Viridiflorol (19,4%), Camphéne (12,1%), a-Pinene (5%) [26]
Viridiflorol (16,4%), y-Terpinéne (6,1%), 4-Terpinéol (4,2%) [32]
trans-Pinocarveol (20%),Viridiflorol(13,59%), 4-Terpinéol (6,37%) [37]
Camphéne (15,5%), Bornéol (11,1%), 4-Terpinéol (6,3%). [11]

CA a-Zingibérene (20,7%), ar-Curcumene (13,2%), épi-a-Bisabolol (6,0%) [38]
a-Zingibérene (12,7%), ar-Curcumene (7,7%), f-Caryophylléne (5,9%), [7]

CM Oxyde de 13-épi-manoyle (39,69%), Kaur-16-ene (18,51%), Oxyde de [17]
caryophylléne (8,50%)

Oxyde de 13-épi-manoyle (7,7%) ; 6, 10,14-triméthyl-2-pentadécanone(4,3%) [25]
a-Pinéne (5.6%), Nonanal (3,9%) [32]
Oxyde de 13-épi-manoyle (17,7%), Bornéol (6,3%), Kaur-16-éne (3,6%) [24]

La composition chimique varie d’une espéce a une autre et le pourcentage des composeés
majoritaires varie d’une étude a une autre pour chaque espece. Cette différence peut s’expliquer

par 1’origine de la plante, la partie de la plante utilisée ainsi que le mode d’extraction choisit.
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Viridiflorol
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a- Zingibéreéne
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Oxyde de 13-épi-manoyle

ar-Curcumeéne

Fig.20 : Structures chimiques de quelques composés majoritaires des huiles essentielles des

espéeces étudiées (CL : C. ladaniferus ; CA : C. albidus ; CM : C. monspeliensis)
(Source : WebBook de Chimie NIST)
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I11. 1 Introduction

L’inventaire des especes floristiques du parc national de Tlemcen se situant au nord-
ouest de 1’Algérie a recensé pres de 863 especes dont huit appartiennent au genre Cistus. Nous
avons ciblé pour notre étude trois espéces de ce genre a savoir: C. ladaniferus L., C. albidus L.
et C. monspeliensis L. L’enquéte sur I’utilisation pharmacologique de ces trois especes, a €té
menée chez les herboristes et les tradipraticiens de la ville de Tlemcen et elle a aboutit a une
ignorance de ces especes ainsi qu’a leurs thérapeutiques. L’enquéte s’est élargic dans quelques
régions de la wilaya ou elle a révélé 1’emploi des espéces de cistes (connues sous le nom de
« Touzalla ») dans la thérapeutique traditionnelle pour le traitement des maladies rénales,
dermatologiques, etc.
111.2 Zone et période de réecolte

La partie aérienne des trois especes de cistes a été récoltée dans deux régions de la
wilaya de Tlemcen. Il s’agit des foréts de Hafir et d’ez Ziatine (au sud-ouest et au nord-ouest
respectivement de la ville de Tlemcen). Les coordonnées géographiques des deux lieux cités

sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 03. Données geographiques et climatiques des zones d’études

Régions Latitude (N) Longitude (O) Altitude (m)
Hafir 34°46°46” 01°26°15” 1270m
Ez Ziatine 35°7°60” 1°43°60” 319m

Les espéces récoltées dans la période de floraison en Mai 2014 sont identifiées par le
Professeur Mohamed Bouazza du laboratoire d’écologie et gestion des écosystémes naturels,

Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

111.3 Extraction des huiles essentielles

Il existe diverse méthodes pour extraire les huiles essentielles, celle la plus utilisée
dans notre laboratoire étant I’hydrodistillation. La matiére premiére est entierement immergée
dans I’eau qui est ensuite portée a ébullition. La vapeur d’eau emporte les composés volatils, le
mélange est alors récupéré par condensation. L’eau et I’huile essentielle se sépare par différence

de densité en ajoutant un déshydratant comme le sulfate de sodium anhydre.
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L’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne des trois especes de ciste a été
réalisé & I’aide d’un dispositif de type Clevenger (Figure 21) suivant les normes de la
pharmacopée européenne [1] :

500 g de plantes fraiches sont introduites dans un ballon contenant de 1’eau. L’ensemble est
chauffé jusqu’a ébullition pour 5 heures. L huile essentielle obtenue est conservée dans des

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

Fig. 21 : Montage d’hydrodistillation de type Clevenger

(Source : Bechlaghem Karima)

Le rendement des huiles essentielles R est calculé selon la formule suivante :

R¥ (%) = (M,/ My) x 100

Avec:
M, : masse des huiles essentielles (g)
M, : masse de la matiére végétale (g)
111.4 Analyse des huiles essentielles par CPG et CPG/SM

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
chromatographe Varian CP-3800, équipé d'un détecteur a ionisation de flamme (FID), d’un
détecteur de masse a piége a ions Varian Saturn 2000, et d’une colonne capillaire DB5
(60 mx0,25 mmx0,25 um). Les conditions suivantes ont été appliquées :

e Les programmations en température de I’injecteur et de la ligne de transfert sont de

220 a 240°C;
e Latempérature du four est programmée de 60°C a 240°C a 3°C/min ;

e Lestempératures de l'injecteur et des détecteurs ont été maintenues a 280 °C ;
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e Les échantillons ont été injectés en mode split (1:30) en utilisant de I'hélium comme
gaz porteur (ImL/min),
e Le volume injecté des échantillons est de 0,2 uL (solution a 10% en hexane).
L’analyse CPG-FID a été effectuée a I’aide d’un chromatographe HP5890 série II équipé
d’un détecteur (FID) et d’une colonne capillaire de silice fondue HP-5 (30mx0,25mm
ID%0,35mm). Les conditions d’analyse sont :
e La programmation de la température consiste en une élévation de 60°C a 240°C a

3 °C/min ;

e Les températures de I'injecteur et du détecteur sont 220°C et 250°C respectivement ;

e Les échantillons ont été injectés dans le mode split (1:30) en utilisant de I'hélium

comme gaz porteur (ImL/min) ;

e Le volume d'injection de I’échantillon est de 0,5 uL (solution a 10% en hexane).

Pour chacun des composés, les indices de rétention sont calculés par extrapolation linéaire
a partir des temps de rétention d’une série d’étalon de n — hydrocarbures. L’identification de
chaque composé des mélanges a été réalisée par comparaison des indices de rétention avec
ceux de composés standards dans les banques de données commerciales (NIST 2014 et
ADAMS), des spectres de masse construits a partir de substances pures et de composants de
mélanges connus (bibliotheque du laboratoire) et aussi de données SM de la littérature [2-5].
I11.5 Evaluation des activités biologiques
111.5.1 Activité antioxydante
111.5.1.1 Test DPPH [6,7]

Le principe de la méthode est basé sur la mesure en spectrophotométrie du changement
de couleur (du violet vers le jaune) du radical DPPH" en présence de molécules antioxydantes :
1 mL d’une solution de DPPH dans 1’¢thanol (0.006%) est mélangé avec un volume égal des
solutions d’huiles essentielles a différentes concentrations (20 a 4,74 mg/mL). Le mélange est
maintenu dans l'obscurité pendant 1 heure. L’absorbance est lue a 517 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre (U.V/VIS Spectrophotometer, Optizen POP).

Le controle négatif est composé d’ 1mL de la solution éthanolique du DDPH et d’1mL
d’¢éthanol tandis que le contrdle positif est représenté par une solution d’acide ascorbique dont
I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon testé.

La diminution de l'absorbance de la solution DPPH* indique une augmentation de 1'activité de

piégeage des radicaux DPPHe.
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e Expression des résultats
L’activité anti-radicalaire de 1’échantillon, a un temps t, @ une concentration donnée et
a température ambiante est exprimée par le pourcentage d’inhibition des radicaux libres (1%)

selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (I%) = [(Ao— A1) / Ag] x 100

Avec:
v Ay Absorbance du contrdle (absorbance de la solution de DPPH en absence de I’échantillon).
v A;.Absorbance de la solution de DPPH en présence de I’échantillon.
e Calcule d’Clsgg
La concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée ECso pour Efficient Concentration 50),
est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.. Les Cls
sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés (pourcentages
d’inhibition en fonction des différentes concentrations testées).
111.5.1.2 Méthode de la réduction du Fer (FRAP)
L’activité réductrice du fer dans les extraits est déterminée selon la méthode décrite
par (Oyaizu, 1986) [8], basée sur la réduction du Fe'"
Fe':

Un millilitre des huiles essentielles a différentes concentrations (de 0,05 a 0,01

présent dans le complexe KszFe(CN)g en

mg/mL) est mélangé avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL
d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)g a 1%. L’ensemble est incubé au bain
marie a 50°C pendant 20 minutes ensuite 2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés
pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes puis 2,5
ml du surnageant sont mélangés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure
ferrique fraichement préparé a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc. Le
contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard qui est 1’acide
ascorbique dont I’absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés [9].
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111.5.1.3 Test de blanchiment de g-caroténe

La technique consiste a mesurer a 470 nm la décoloration du £ - caroténe oxydé par les
radicaux peroxydes régénérés par la dégradation de ’acide linoléique. La méthode employée est
celle décrite par Mighri et collaborateurs [10]:
2 mg de p-carotene sont solubilisées dans 10 mL de chloroforme. 1 mL de cette solution est
prélevé dans un bécher contenant préalablement 20 uL d’acide linoléique et 200 mg de Tween
40. Apres évaporation du chloroforme, un volume de 50 mL d’eau oxygénée est ajouté.
L’émulsion résultante est vigoureusement agitée. 5 mL de I’émulsion précédente sont transférés
dans des tubes contenant 500 pL de la solution des huiles essentielles ou de I’antioxydant de
synthése (BHT) a différentes concentrations. Les tubes sont ensuite placés dans un bain marie a
50°C pendant 120 min. L’absorbance de chaque extrait est mesurée a 470 nm a t =120 min.

e Expression des résultats

L'activité antioxydante (%) des huiles essentielles, du BHT est évaluée en termes de blanchiment

de p-caroténe en employant la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(Aeq@20) - Acq20) / (Ac)— Acoo)] % 100

Avec :

V" Aeq20): Absorbance de 1’échantillon a 120 min.

V" Ac(120): Absorbance du contréle (I’échantillon est remplacé par de I’éthanol) a 120

min.

v Ac(): Absorbance du contréle a0 min.
111.5.2 Activités antimicrobiennes
111.5.2.1 Microorganismes et conditions de culture
Les tests sont effectués sur 13 souches microbiennes de référence (ATCC) « American Type
Culture Collection », provenant de I’Institut Pasteur d’Oran. Les microorganismes utilisés
sont :

e Six bactéries a Gram-positif :
Bacills subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes
ATCC 15313, Enterococcus feecalis ATCC 49452, Bacills cereus ATCC 10876, Micrococcus
luteus ATCC9341.
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e Cinq bactéries a Gram-négatif :

Klebsiella -pneumoniae ATCC 700603, Escherchia coli ATCC 25912, Citrobacter freundii

ATCC 8090, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

e Deux levures : Candida albicans ATCC 10231 (multi résistantes) et Candida albicans
ATCC 26790.

> Inoculum

L’inoculum bactérien est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur gelose
nutritive. 4 ou 5 colonies d’une culture pure sont suspendues sur un bouillon nutritif (ou eau
physiologique 0,9% en NaCl), ensuite la suspension est ajustée a 0,5 McFarland a
I’aide d’un spectrophotométre ce qui correspond a une densité optique entre 0,08 a 0,1
lue & 625nm. Le 0,5 McFarland est équivalent & 10% UFC/mL.

Pour les levures, I’inoculum équivalent a 0,5 McFarland est réalisé dans les mémes
conditions que les bactéries sauf que I’absorbance est de 1’ordre de 0,12 a 0,15 a une longueur
d’onde de 530nm [11].
111.5.2.2 Méthode de diffusion sur disque

Cette méthode est réalisée a partir du méme principe de 1’antibiogramme, selon les
normes du Clinical and Laboratory Standard Institut [11]. Elle est basée sur la diffusion des
substances a tester selon un gradient de concentration [12].

Au cours de cette étude la méthode de diffusion des disques choisie pour réaliser le
test est comme suit :

L’ensemencement est réalisé par un écouvillon stérile a partir d’un inoculum contenant 108
UFC/mlI (cité ci-dessus). Des disques en papier filtre type wattman n°3, de 6 mm de diametre
ont été prépareés et stérilisés a 121°C pendant 15min. Ces disques ont été imprégnés par 5, 10,
15, 20, 25 et 30 pL des solutions des huiles essentielles [13-14]. Ensuite, a I’aide d’une pince,
les disques chargés d’huiles essentielles sont transférés dans la boite inoculée. L’incubation
dure de 18-24 h a 37°C pour les bactéries et de 20- 24h a 35°C pour les levures sauf que
I’incubation a été prolongée de 12 h pour la souche Enterococcus faecalis ATCC 49452 a cause
de sa croissance lente.

La mesure des zones d’inhibition pour la lecture est effectuée a I’extérieur de la boite
fermée a 1’aide d’une régle graduée. Elle est réalisée en prenant la moyenne de trois mesures
differentes de diametre. Le résultat de cette activité est exprimé par le diameétre de la zone

d’inhibition et peut étre symbolisé par des croix.
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La souche ayant un diamétre (D) : D < 8mm : Souche résistante (-) ; 9mm< D <I4mm : Souche
sensible (+); 15mm< D< 19mm : Souche trés sensible (++); D > 20 mm : Souche extrémement
sensible (+++) [15].

» Antibiogramme

L’antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, deux
antibiotiques ont été testés : la Gentamicine (10ug/disque) et I’ Amphotéricine (100pg/ disque).
111.5.2.3.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) [11]

e Meéthode de Microplaque & 96 puits

A la différence de la méthode de diffusion, la méthode de dilution permet de tester les
produits directement mélangés avec le milieu de culture.

C’est une méthode quantitative qui nous a permis d’évaluer, dans le cas ou il y a
présence d’une activité (décelée par la méthode précédente), le seuil minimum de cette
activité appelée couramment la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Une série de dilutions dans le DMSO (de 40mg/mL a 0,08 mg/mL) ont été préparé a partir
d’une solution mere d’huile essentielle. La plaque a microtitration ,96 puits a fond plat, a été
préparée comme sulit :

Les puits 1 & 12 sont remplis par 198 pl de milieu de culture inoculé (10° UFC/mL
pour les bactéries) et 10 ® UFC/mL pour les levures). 2 pl de la dilution correspondante sont
ajoutés dans les puits 1 a 11 (volume final dans chaque puits est de 200 ul). Le puit numéro
11 sert de témoin positif (milieu avec souche), et le puit 12 sert de témoin négatif (milieu
seul). L’incubation se fait a 37 °C pour 24 h. La lecture est effectuée a I’ceil nu et la CMI
correspond a la plus faible concentration de la substance testée auquel aucun trouble visuel

n’est observé.

2 uL de la dilution des
huiles essentielles

9001000100000/
| Csweme |

Fig. 22 : Schéma explicatif de la méthode de microplaque

T (+) : Témoin positif ; T(-) : Témoin négatif
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e Analyses statistiques
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne * SD. L’analyse
statistique a été réalisée a I’aide du logiciel PAST 3.03
111.5.3 Evaluation de I’activité enzymatique
L’évaluation de la capacité hypoglycémiante des huiles essentielles de C. ladaniferus,
C. albidus et C. monspeliensis est déterminée par une étude in vitro, en effectuant un dosage
colorimétrique des sucres réducteurs provenant de la dégradation de I’amidon par 1’enzyme
a-amylase selon Benfeld [16]. Le dosage s’effectue par le DNSA (I’acide 3,5-
dinitrosalicylique). A chaud et en milieu alcalin, 1’acide 3.5-dinitrosalicylique se réduit en
I’acide 3- amino-5-nitrosalicylique qui absorbe fortement la lumiere visible a 540 nm.
111.5.3.1 Préparation des réactifs [16]
o Réactif 3,5- dinitrosalicylique (DNSA)
lg de DNSA est solubilis¢ dans 40mL d’eau distillée. A cette solution 30g de
tartrate double de sodium et potassium sont ajoutés sous agitation. La solution obtenue est de
couleur jaune opaque. L’addition de 20 mL d’une solution de NaOH (2N) rend le réactif
limpide d’une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100mL avec de I’eau distillé. Le
réactif ainsi préparé est conservé a I’abri de la lumicre a 4°C.
o Solution tampon phosphate (0,02M ; pH =6,9)
Cette solution est préparée a partir d’une solution A monobasique (NaH,POy)
(M=119,98g/mole) et une solution B dibasique (Na,HPO,) (M= 141,96 g/mole).
o Solution de I’a- amylase
L’enzyme utilisée est I’a-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) (Sigma-
Chemical).
3 mg de I’a-amylase sont dissoutes dans 10 mL de solution tampon phosphate
(0,02M, pH=6,9). La solution obtenue contient une activité a-amylasique de 3,9 Ul/mL.
o Solution de substrat
Une solution a 1% est préparée en solubilisant 1g d’amidon de pomme de terre
(Merck) dans 100 mL d’une solution tampon phosphate (0,02M, pH=6,9).
o Solution d’extrait
Les huiles essentielles sont solubilisées dans une solution DMSO a 10% dans le
tampon phosphate (0,02M, pH=6,9), ensuite diluées dans le tampon afin de préparer une

gamme de concentrations pour les tester.
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La méthode est réalisée suivant le protocole expérimental décrit par Thalapaneni
et collaborateurs [17], avec quelques modifications. Brievement, une série de tubes sont
préparés comme suit :

v Tube blanc (pour le contréle) : 1 mL de solution tampon + 0,5 mL d’amidon.

v Tube blanc (pour les extraits) : 0,5 mL de solution de tampon + 0,5 mL de solution
d’extrait + 0,5 mL d’amidon.

v Tube contréle : 0,5 mL de tampon phosphate + 0,5 mL d’amidon + 0,5 mL de solution
enzymatique.

v" Tube d’essai : 0,5 mL de solution d’amidon + 0,5 mL de solution d’extrait + 0,5 mL
de solution enzymatique.

Les tubes sont incubés ensuite pendant 15 mn a 37 °C. 1 mL du réactif DNSA est
rajouté, les tubes sont apres mis dans un bain marie a 100°C pendant 8 mn puis dans un bain
d’eau glacée. La densité optique est mesurée a une longueur d’onde de 540 nm.

e Expression des résultats
Le Calcul du pourcentage d’inhibition de chaque concentration d’extrait ou

d’acarbose « LARIMEL®50 » (molécule de référence) se fait selon la formule suivante :

[ % Inhibition = [(A contrdle — A extrait)/ A contr(‘)le] %100 ]

Avec :

v A contrale - Absorbance du contrdle

. A extrait - Absorbance de I’extrait

L’activit¢é enzymatique est déterminée en calculant la Clsy (représente la
concentration de I’extrait inhibant 50% de 1’activité enzymatique) déterminée graphiquement
en tragant le (%) d’inhibition en fonction des concentrations des extraits ou de I’acarbose.
111.5.4 Activité insecticide

Nous avons testé la toxicité des huiles essentielles extraites de la partie aérienne

des trois espéces de cistes sur une espéce d’insecte nuisible appartenant a la famille des
Bruchidae et dont le développement post-embryonnaire s’effectue dans les graines des
légumineuses (Fabacées). I s’agit du bruche de pois-chiche Callosobruchus maculatus
(Fabricius 1775).
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111.5.4.1 Elevage des insectes

Des ¢levages ont été mis en place afin d’obtenir les adultes de 1’espece de bruches
considérées. Ces élevages de masse sont effectués dans des bocaux en verre (18 cm de hauteur
et 15 cm de diametre). Nous avons utilisé comme substrat alimentaire 500 g des graines de pois
chiche contaminées par C. maculatus provenant d’un entrep6t de stockage de la région de
Tlemcen (Algérie). Les bocaux ont été placés dans une etuve réglée a une température de 27 °C
et a une humidité relative de 75 % [18].Les graines infestées ont été laissées en incubation
jusqu’a I’apparition des nouveaux adultes qui seront retirés par la suite pour la réalisation des

testes insecticides.

Fig. 23 : Elevage de masse de C.maculatus

111.5.4.2 Evaluation de la toxicité des huiles essentielles sur C.maculatus

Des solutions d’huiles essentielles ont été préparées dans 1’acétone a des concentrations
(2, 5 et 10uL/mL) pour chaque espéce de ciste. Puis 1 mL de chaque concentration d’huile est
ajouté a 10 g de graines qui sont préalablement été mises dans des boites de Pétrie. L’ensemble
est mélangé (Figure 24). Les doses testées sur C. maculatus sont de 2uL/10g de graines,
5uL/10g de graines et 10uL/10g de graines. Toutes les boites sont infestées par cing couples de
C. maculatus (agés de 48h). Des boites témoin ont été préparées en mélangeant 10 g de graines

avec I’acétone seulement. Les essais sont répétés 3 fois pour chaque dose y compris le témoin.
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Le comptage des insectes morts a été réalisé chaque 24 heures pendant une période de deux
jours [18].

Fig.24 : Effet des huiles essentielles sur C.maculatus

. Estimation de la mortalité et calcul de la DLspet DLg

Le pourcentage de mortalité est exprimé aprés correction par la formule d’Abbott [19] :

Pc= [Po-P: / 100-P¢] x100

Avec
Pc : mortalité corrigée en %,
Pt : mortalité observée dans le témoin

Po : mortalité observee dans I'essai
Les pourcentages de mortalité sont transformés en probits [20], la régression des

probits en fonction du logarithme de la dose a permis de déterminer la DLsg et la DLgy pour
chaque huile essentielle.
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e Action des pesticides sur la mortalité de I’insecte étudié
Pour comparer I’efficacité de nos huiles essenticlles, nous avons utilisé
« Decis, 25 EC » qui est un insecticide chimique a base de deltaméthrine (substance active de
la famille des pyréthrinoides de synthése) avec une teneur en matiere active de 25g/L. Le
méme protocole expérimental a été suivi avec les mémes doses.
e Analyses statistiques
Les résultats obtenus sont soumis aux tests de 1’analyse de variance ANOVA |
(univarié) et de Tukey dans le but d’étudier I’effet des huiles essentielles ainsi que
I’insecticide chimique a différentes doses sur la mortalité des adultes de C. maculatus.
L’effet variable est significatif lorsque la probabilité de I’erreur réellement commise est :
v' P =0.001 Tres hautement significatif.
v' P =0.01 Hautement significatif.
v' P =0.05 Significatif.
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CHAPITRE IV : Résultats et Discussion

IV. 1 Analyse chimique de quelques especes du genre Cistus
IV.1.1 Introduction

Ce travail vise 1’étude de la composition chimique et des activités biologiques des
huiles essentielles de la partie aérienne de trois espéces de cistes poussant en Algérie.
Plusieurs travaux ont rapportés les activités antioxydantes, antimicrobiennes et insecticides
des huiles essentielles. Dans la majorité des cas, ces activités ont été attribuées au terpénoides
[1]. En examinant les travaux réalisés sur les huiles essentielles des trois espéces de cistes
dans le pays, nous avons constaté 1’absence d’une étude approfondie de la composition
chimique des huiles essentielles. D’autre part, trés peu d’études biologiques des huiles
essentielles ont été publiées. Pour ces raisons, nous avons mené 1’investigation de ces plantes
pour confirmer leurs utilisations pharmacologiques ancestrales sur la base d’une étude
scientifique rationnelle.

IV.1.2 Extraction des huiles essentielles des cistes

La partie aérienne de C. ladaniferus L. a été cueillit dans les monts de Tlemcen au sud
ouest précisément dans la forét d’Hafir tandis que celle de C. alidus L. et C. monspeliensis L.
a éte récoltée au nord-ouest dans la région d’ez Ziatine.

Les huiles essentielles des trois especes ont été obtenues par hydrodistillation de la
plante fraiche au moyen d’un appareil type Clevenger. La couleur des huiles essentielles est
jaune clair voir orange pale. La senteur des volatils est intense. Les rendements obtenus varient
de 0,08 a 0,003%.

Tableau 04. Rendement des huiles essentielles des différents cistes

C. ladaniferus C. albidus C. monspeliensis

Rendement (%) 0,08 0,02 0,003

Le rendement des huiles essentielles difféere d’une espéce a une autre, il ne faut pas
négliger ici I’impact du climat sur le rendement et la qualité mais aussi celui de la zone
géographique ainsi que la période et le moment de la récolte. Ces facteurs influent sur la
production des métabolites secondaires dans les plantes [2].

IVV.1.3 Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles ainsi obtenues sont soumises a des analyses chimiques afin de

déterminer leurs compositions chimiques. Le couplage CPG-FID et CPG/SM réveéle un profil
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chimique différent des trois espéces. Les composés identifiés ainsi que leur pourcentage
d’abondance sont listés dans le Tableau 05.
e C. ladaniferus L.

Trente deux composés ont été identifiés représentant 99,6% de I’huile totale du
C. ladaniferus L. (Tableau 05). Les huiles essentielles sont composées majoritairement par les
dérivés terpénoides. Les composés oxygénés se trouvent a un pourcentage élevé, huit
monoterpénes oxygénés (27,5%) et neuf sesquiterpénes oxygénés (30,0%). Huit monoterpenes
hydrocarbonés sont présents (25,6%) accompagnés de six sesquiterpenes hydrocarbonés (12,6%).
Les composés majoritaires de 1’huile sont: 5,7-di-épi-a-eudesmol (13,6%), bornéol (12,5%),
camphene (12,2%), é-cadinéne (7,6%), viridiflorol (6,4%), 4-terpinéol (5,7%) et I’a-pinene
(4,2%) (Figure 25).

e C.albidus L.

En examinant le profile chimique des volatils de la partie aérienne de C. albidus, nous
remarquons qu’il est constitué seulement et majoritairement par les sesquiterpénes (Tableau 05).
Trente et un composes sont identifiés symbolisant 93,4% des huiles essentielles entiéres, dont
quinze sesquiterpenes hydrocarbonés (48,6%) et seize sesquiterpenes oxygénés (44,8%).

Les principaux composés sont : épi-a-bisabolol (11,4%), S-bourbonéne (8,7%), ar-curcumeéne(8,3%),
a-zingibérene (7,4%), y-muuroléne (5,6%),14-Hydroxy-a-uroléne (5,2%), p-caryophylene (4,5%),
1,10-di-épi-cubénol (4,4%), t-cadinol (4,0%), o-cadinéne (3,1%), ar-turmérol (2,9%), 1-épi-cubénol
(2,9%), oxyde de caryophylléne (2,8%), t-muurolol(2,5%), a-guaiene (2,4%) et a-eudésmol (2,2%)
(Figure 26).

e C. monspeliensis L.

L’investigation des huiles essentielles isolées de la partie aérienne de C. monspeliensis
poussant en Algérie a conduit & I’identification de trente sept COmMposés qui représentent
90,3% de I’huile totale. Différentes classes chimiques ont été caractérisées avec une absence
totale des monoterpénes hydrocarbonés (Tableau 5).

En détail : quatre monoterpénes oxygeéneés (3,7%), deux sesquitepénes oxygeéneés (2,4%), trois
sesquiterpenes hydrocarbonés (3,7%), deux diterpénes hydrocarbonés (11,4%), deux diterpenes
0xygeénés (28,6%), dix apocaroténes (16,7%) et quatorze dérivés non terpéniques (23,9%).

Les composés majoritaires de 1’huile sont : épi-13-oxide de manoyl (28,6%), kaur-16-ene
(8,1%), nonanal (5,4%), cis-a-ambrinol (3,3%) et (E)-a-ionone (3,0%) (Figure 27).
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Tabeau 05. Composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de C. ladaniferus, C. albidus et C. monspeliensis

Huiles Essentielles (%) ©

No.* Composés IR®  C.ladaniferus C.albidus  C. monspeliensis  ldentification®
1 (E)-3-Hexéne-1-ol 853 nd® nd 1,2 IR, SM
2  Tricycléne 928 29 nd nd IR, SM
3 a-Pinéne 941 4,2 nd nd IR, SM
4 Campheéne 955 12,2 nd nd IR, SM
5 Sabinéne 977 0,6 nd nd IR, SM
6 6-Méthyl-5-hepténe-2-one 987 nd nd 0,9 IR, SM
7 2-Méthyl-2-hepténe-4-one 997 nd nd 2,4 IR, SM
8 a-Terpinéne 1020 0,8 nd nd IR, SM
9 p-Cymene 1028 2,2 nd nd IR, SM
10 Cistus cyclohexanone (syn. 2,2,6-triméthylcyclohexanone) 1035 3,9 nd nd IR, SM
11 y-Terpinéne 1063 1,9 nd nd IR, SM
12 1-Octanol 1071 nd nd 1,0 IR, SM
13 Terpinoléne 1090 0,8 nd nd IR, SM
14 Linalool 1101 nd nd 0,9 IR, SM
15 Nonanal 1104 nd nd 54 IR, SM
16 a-Campholénal 1127 1,0 nd nd IR, SM
17 trans-Pinocarvéol 1141 3,0 nd nd IR, SM
18 3-Nonéne-2-one 1143 nd nd 1,9 IR, SM
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

Camphor

Camphéne hydrate
p-Vinylanisole
(E)-2-Nonénal
Pinocarvone

Bornéol

4-Terpinéol

Myrténol
S-Méthyl-y-octalactone
Safranal

p-Cyclocitral
S-cCyclohomocitral
(E)-2-Décenal

Acide nonanoique
Carvacrol
Decahydro-1,5-dimethyl naphthalene
Theaspirane 11
(2)-3-Hexényl 2-methylcrotonate
a-Longipinéne
a-Cubébéne
Longicycléne
a-Copaéne

S-Bourbonéne
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1145
1150
1154
1163
1164
1167
1179
1195
1196
1197
1222
1256
1263
1281
1301
1305
1315
1324
1352
1352
1373
1377
1385

76

1,7
0,9
nd
nd
1,4
12,5
57
1,3
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,0
1,2
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,2
nd
nd
1,0
8,7

nd
nd
1,0
0,9
nd
0,9
0,9
nd
0,8
11
15
1,0
1,2
14
0,9
1,6
0,9
14
nd
nd
nd
1,2
nd

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM



42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

S-Cubébene
iso-ltalicéne
trans-a-Ambrinol

S-Caryophylléne

7,8-Dihydro-3,4-dehydro-$-ionone

(E)-a-lonone

p-Copaéne
cis-a-Ambrinol
a-Guaiene

a-Humuléne
Alloaromadendrene
y-Gurjunéne
trans-Cadina-1(6),4-diéne
y-Muuroléne
ar-Curcumene
(E)-p-ionone
trans-Muurola-4(14),5-diéne
epi-Cubébol
a-Zingibérene
trans-y-Cadinene

Cubébol

o-Cadinéne
8,14-Cedranoxide
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1391
1399
1414
1419
1424
1428
1430
1437
1440
1456
1462
1474
1475
1479
1483
1487
1493
1494
1496
1514
1515
1524
1540

77

1,0
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,0
nd
nd
nd
0,8
1,6
nd
nd
1,2
7,6
nd

0,8
0,5
nd
4,5
nd
nd
1,4
nd
2,4
15
1,0
nd
nd
5,6
8,3
nd
nd
nd
74
1,2
nd
3,1
0,6

nd
nd
1,5
1,0
14
3,0
nd
3,3
nd
nd
nd
15
nd
nd
nd
1,6
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM



65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

(2) Benzoate-3-Hexényl
Spathulénol

ar-Turmérol

Oxyde de Caryophylléne
Globulol

Gleenol

Viridiflorol
cis-Arteannuic alcohol
5,7-di-épi-a-Eudesmol
Epoxyde II- a -Humuléne
1,10-di-épi-Cubénol
1-épi-Cubénol

T-Cadinol

Cubénol

T-Muurolol

a-Eudesmol
cis-a-Santalol
epi-a-Bisabolol
ar-Curcumén-15-al
Xanthorrhizol
14-Hydroxy-a-muuroléne
Hexahydrofarnesylacetone

(E)-Acétate de nuciferyl
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1570
1577
1581
1582
1584
1586
1591
1595
1603
1607
1615
1628
1641
1642
1642
1654
1682
1686
1710
1753
1772
1845
1879
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nd
nd
nd
1,6

0,7
6,4
0,7
13,6
nd
nd
2,6
nd
1,6
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
1,3
2,9
2,8
18
nd
nd
nd
nd
0,5
4,4
2,9
4,0
nd
2,5
2,2
0,6
114
1,2
0,5
5,2
nd
nd

2,8
nd
nd
nd
nd
nd
0,9
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
1,4
15

IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
IR, SM
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88 kaur-15-éne 1988 nd nd 18 IR, SM
89 Phyllocladéne 2013 nd nd 1,5 IR, SM
90 épi-13-Oxide de manoyl 2011 nd nd 28,6 IR, SM
91 Kaur-16-ene 2040 nd nd 8,1 IR, SM

Taux d’identification (%) 99,6 93,4 90,3

Rendements (%) 0,08 0,02 0,003

Monoterpénes hydrocarbonés 25,6 0,0 0,0

Monoterpénes oxygenes 27,5 0,0 3,6

Sesquiterpenes hydrocarbonés 12,6 48,6 3,7

Sesquiterpenes oxygénés 30,0 44,8 2,4

Diterpenes hydrocarbonés 0,0 0,0 11,4

Diterpénes oxygénes 0,0 0,0 28,6

Apocarotenes 0,0 0,0 16,7

Dérivés non-terpéniques 3,9 0,0 23,9

Les composés majoritaires sont indiqués en gras. ® Ordre d’élution est donné sur une colonne capillaire DB-5. ° Les indices de retention (IR) sont
déterminés relativement aux temps de rétention d’une série de n-alcanes. © Pourcentage relatif calculé par CG/ FID sur une colonne capillaire apolaire

DB-5. “nd : non déterminé. °IR (Indices de Rétention) et SM (Spectre de Masse).
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Fig.25 : Composés majoritaires caractérisés dans les huiles essentielles de C. ladaniferus

épi-a-Bisabolol

>J> o

a-Zingibéréne

S-Bourbonene

y-Muuroléne

ar-Curcumene

Fig. 26: Composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles de C. albidus
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Fig.27 : Composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles de C. monspeliensis

Les structures chimiques des composés prédominants ont été sélectionnées du Web
Book de Chimie NIST (https://webbook.nist.gov/chemistry/).

IV.1.4. Travaux antérieurs sur la composition chimique des huiles essentielles

Comme c’est déja indiqué dans le chapitre II, les cistes sont des plantes vivaces
caractéristiques de la région méditerranéenne. L’abondance de ces plantes ainsi que leurs
utilisations en médecine traditionnelle par les populations de ces pays, a poussé plusieurs
chercheurs a les étudier pour les valoriser a des fins thérapeutiques, industriel, etc.

e C. ladaniferus L.

Plusieurs auteurs se sont intéressés a 1’étude de la composition chimique des huiles
essentielles de C. ladaniferus L.(sous-especes inclues) [3-12]. L’étude comparative du profil
chimique des huiles essentielles obtenues de la partie aérienne de C.ladaniferus poussant en
Algérie, avec ceux des travaux réalisés, montre des différences a la fois qualitatives et
quantitatives. En effet, les monoterpénes hydrocarbonés prédominent dans la plus part des
études avec des proportions élevées de 1’a-pinene. Les valeurs varient de 39% a 47,1% [3-5].
D’autre part, le viridiflorol a été aussi identifié comme produit principal par plusieurs auteurs.

Dans les huiles essentielles des feuilles de ciste poussant au Maroc, ce sesquiterpéne oxygéné
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a atteint un pourcentage entre 16,4% et 19,46% dans deux travaux [6-7]. Toute fois, en
Portugal et en Espagne, le pourcentage est parvenu a 15,1% et 13,59 % respectivement [8-9].
Par ailleurs, les huiles essentielles de la plante cultivée en France sont caractérisées par un
pourcentage de 11,8% en viridiflorol [3].

Le bornéol (un monoterpéne oxygené) est moins présent dans les huiles essentielles
provenant des feuilles du ciste d’Espagne (4,4%) [10], mais il se trouve a (11,1%) des huiles
extraites des feuilles de ciste du Maroc [11]. Ce pourcentage est proche de celui de nos huiles
essentielles (12,5%).

Le camphéne, un autre composé monoterpénique est aussi présent dans des pourcentages
similaires dans les extraits aromatiques du ciste du Maroc et de I’ Allemagne (12,1%), (12,2%)
et (15,5%) [4, 6, 11].

Les terpenoides (trans-pinocarvéol et camphor) sont caractérisés a (19,46%) et (20%) du
pourcentage totale des huiles essentielles dans deux travaux en Espagne [9-10].

e Cistus albidus L.

Trés peu d’études ont évalués la composition chimique des huiles essentielles de
C.albidus. Ces travaux ont traités différentes parties de 1’espéce en question (feuilles, partie
aérienne) par les techniques d’extraction a savoir 1’hydrodistillation et 1’entrainement a la
vapeur.

L’examen du profil chimique des huiles essentielles des feuilles du ciste d’Espagne
montre la prédominance totale des sesquiterpénes hydrocarbonés avec a-zingibéréne et
ar-curcumene composes majoritaires a (20,7%) et (13,2%) respectivement [12], ces derniers ont
été typiquement identifiés dans la composition des huiles essentielles du ciste de France avec des
pourcentages qui different (12,7%) et (7,7%) [13].

La composition des huiles essentielles obtenues a partir de la partie aérienne de
C. albidus poussant en Algérie est différente de celle décrite en haut. En effet, le pourcentage
des sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés est presque identiques : (48,6%) et (44,8%)
respectivement (Tableau 05). Epi-a-bisabolol (11,4%) et s-bourbonene (8,7%) sont les composants
prépondérants parmi les sesquiterpenes oxygénés et hydrocarbonés identifiés dans nos huiles
essentielles.

e Cistus monspeliensis L.

Il est & noter aussi que des études sur la composition chimique des huiles essentielles de
C. monspeliensis poussant dans différentes régions du bassin méditerranéen, ont été trouvées
dans la littérature avec des résultats variés.
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A premiere vue, nous avons noté une similitude entre les composés majoritaires des huiles
essentielles des feuilles de ciste poussant en Grece avec ceux de nos huiles mais avec des
pourcentages différents [14]. Effectivement, Les diterpénes oxygénés et hydrocarbonés
(oxyde 13-épi-manoyle et kaur-16-ene) ont été identifiés a des pourcentages plus élevés que
ceux des notres (39,69%, 18,51%) respectivement. De plus, le sesquiterpene oxygéné (oxyde
de caryophylléne) se trouve a 8,50%, ce dernier n’a pas été¢ identifi¢ dans la composition de
nos huiles essentielles.

Au Maroc, I’oxyde 13-épi-manoyle est caractérisant des huiles essentielles obtenues des
feuilles de ciste par entrainement a la vapeur (7,7%) [15]. Par ailleurs, Le profil chimique des
huiles essentielles est totalement différent dans une autre étude. Réellement, Nous avons noté
la présence d’un composé monoterpénique qui est I’a-Pinéne (5,6%) et la présence d’un
aldéhyde, le nonanal (3,9%), les apocarotenes, quand a eux sont moins présents (7,8%) [7].

La formule chimique des huiles essentielles est dominée par la présence de I’oxyde 13-
épi-manoyle (17,7%), Bornéol (6,3%), Kaur-16-éne (3,6%) dans un travail fait par Loizzo et
collaborateurs [16]. A I’opposé, le bornéol est moins abondant dans la composition totale des
huiles essentielles de C.monspeliensis de 1’ Algérie (0,9%).

En conclusion, I’étude de la composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne
de C.ladaniferus, C.albidus et C.monspeliensis poussant en Algérie a montré des dissemblances
remarquables. De plus, les travaux antérieurs accomplis sur les huiles essentielles de ces especes
ont dévoilé des différences qualitatives et quantitatives. Cette différence peut étre attribuée a
plusieurs facteurs tels que ’environnement, 1’origine géographique, la période de récolte, la
température, la durée de séchage et la méthode d’extraction [17].

V.2 Etude de P’activité biologique des huiles essentielles
IV.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante
IVV.2.1.1. Introduction

Les huiles essentielles et leurs composants sont réputés d’avoir des activités
antioxydantes et pourraient agir comme agents de conservation alimentaire. L’emploi des
huiles essentielles s’avére étre un choix adéquat pour réduire ou remplacer les agents de
conservation chimiques ou synthétiques comme le BHT ou le BHA suspectés d’avoir des
effets carcinogénes [17].

Dans la présente étude, nous avons cherché la présence d’une éventuelle activité

antioxydante des huiles essentielles des cistes par la méthode la plus utilisée qui est la DPPH
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puis nous avons complété notre étude par deux autres techniques a savoir le test FRAP et le

test pB-carotene, dans le but d’une analyse profonde du potentiel antioxydant de ces espéces.

1V.2.1.2 Test du piégeage du radical libre DPPH

Lorsqu’on effectue la réaction entre la solution de DPPH et les différentes concentrations

d’huiles essentielles et de vit C (controle positif), I’absorbance du mélange diminue au cours du

temps de la réaction (1h). La couleur de la solution vire du violet au jaune indiquant une diminution

du radical libre DPPHe, qui est transformé en une molécule stable DPPH en présence d’un

antioxydant donneur d’hydrogene (figure 28).

Fig. 28 : Influence de la concentration sur I’intensité de la couleur

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPHe pour chaque concentration d’huile

essentielle et Vit C est indiqué dans les Figures ci-dessous.
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Fig. 29 : Variation du pourcentage d’inhibition des

huiles essentielles de CL (C. ladaniferus) en

fonction des concentrations.
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Fig.30 : Variation du pourcentage d’inhibition des
huiles essentielles de CA (C. albidus) en fonction

des concentrations.
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Fig. 31 : Variation du pourcentage d’inhibition des ~ Fig.32 : Variation du pourcentage d’inhibition de
huiles essentielles de CM (C. monspeliensis) en la Vit C (acide ascorbique) en fonction des

fonction des concentrations. concentrations.

L’activité antioxydante des huiles essentielles (exprimée en Clsp) par le test DPPH est

indiquée dans le tableau suivant :
Tableau 06. Activité antioxydante des huiles essentielles exprimée en Cls

Extrait Activité antioxydante
HEs (CL) Concentrations (mg/mL) 6,45 8,6 11,47 15,3 20,4

% Inhibition 27,79 33,15 42,51 46,36 57,93

Clso (mg/mL) 16,44
HEs (CA)  Concentrations (mg/mL) 6,45 8,6 11,47 15,3 20,4

% Inhibition 36,46 38,81 45,49 54,94 62,1

Clsg (mg/mL) 13,71
HEs CM)  Concentrations (mg/mL) 6,45 8,6 11,47 15,3 20,4

% Inhibition 50,66 52,93 68,86 78,37 87,86

Clso (mg/mL) 6,18
Vit C Concentrations (mg/mL) 0,002 0,004 0,006 0,008

% Inhibition 24,02 40,8 64,53 86,27

Clso (mg/mL) 0,0046

HEs : Huiles Essentielles ; CL : C.ladaniferus ; CA : C.albidus ; CM : C.monspeliensis ;
Vit C : Vitamine C.
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1VV.2.1.3 Test de réduction du fer (FRAP)

La réduction du Fe(lll) présent dans le complexe tripyridyltriazine ferrique (Fe'' —
TPTZ) en tripyridyltriazine ferreux (Fe" — TPTZ), par un antioxydant est caractérisée par un
virement de couleur de la solution du jaune au vert. L’intensité de la couleur est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm (Figure 33). Les valeurs d’absorbance obtenues ont permis de

tracer la courbe de la (Figure 34).
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Fig. 33 : Mesure de I’absorbance des solutions d’huiles essentielles par le test FRAP

0,9
E 08 //
S0,7
'S 06 Pt ——CL
% 0,5 e
S04 // —-CA
S 0,3 == CM
01 - PV —==Vit. C
o -
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Concentrations (mg/mL)

Fig.34 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles de CL (C. ladaniferus),
CA( C. albidus) et CM (C. monspeliensis) ; Vit C( Vitamine C).
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1VV.2.1.4 Test de décoloration du #-carotene
L’activité antioxydante des huiles essentielles ainsi que I’antioxydant de référence

(BHT) a été estimée en mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydatif du S-caroténe par les

produits d’oxydation de I’acide linoléique.

ol S

Fig.35 : Mesure de I’inhibition de la dégradation oxydatif du S-caroténe

Le pourcentage d’inhibition des huiles essentielles ainsi que 1’antioxydant synthétique
sont présentés dans les Figures (36, 37, 38, 39).
Les concentrations qui inhibent 50% de 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du

S-caroténe (Clsg) sont calculées graphiquement et sont indiquées dans le tableau 07.
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Fig. 36 : Variation du pourcentage d’inhibition des ~ Fig.37 : Variation du pourcentage d’inhibition des
huiles essentielles de CL (C. ladaniferus) en huiles essentielles de CA (C. albidus) en fonction

fonction des concentrations des concentrations
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Fig. 38 : Variation du pourcentage d’inhibition des ~ Fig. 39: Variation du pourcentage d’inhibition du
huiles essentielles de CM (C. monspeliensis) en BHT en fonction des concentrations.

fonction des concentrations.

L’activité antioxydante des huiles essentielles exprimée en Cls, est indiquée dans le

tableau suivant :
Tableau 07. Activité antioxydante des huiles essentielles de C. ladaniferus, C. albidus,

C. monspeliensis et BHT exprimée en Clsy.

Extrait Activité antioxydante
HEs (CL) Concentrations (mg/mL) 15 2 2,5 4

% Inhibition 3,89 12,89 18,18 35,06

Clso (mg/mL) 5,19
HEs (CA) Concentrations (mg/mL) 15 2 2,5 4

% Inhibition 26,58 39,24 50,36 70,88

Clso (mg/mL) 2,69
HEs (CM)  Concentrations (mg/mL) 15 2 2,5 4

% Inhibition 3,75 4,93 6,17 8,1

Clso (mg/mL) 28,61
BHT Concentrations (mg/mL) 0,025 0,05 0,1

% Inhibition 21,36 30,89 57,56

Clso (mg/mL) 0,085

HEs : Huiles Essentielles ; CL(C.ladaniferus) ; CA (C.albidus) ; CM (C.monspeliensis) ; BHT

(Hydroxytoluene butyle).
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Discussion
e Test DPPH

Les données du (Tableau 06) montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec la concentration soit pour les huiles essentielles des différents cistes ou pour la Vit
C, de plus le pourcentage d’inhibition des huiles essentielles est inferieur a celui de la Vit C pour
toutes les concentrations utilisées. D’autre part, les pourcentages d’inhibitions varient d’une
espéce a une autre, une inhibition de 87,86% a été enregistrée pour les huiles essentielles de
C.monspeliensis pour une concentration de 20,4 mg/mL contre des inhibitions de 57,93% et
62,1% pour les huiles essentielles de C. ladaniferus et C. albidus respectivement a la méme
concentration. Cependant a des concentrations inferieur a 15,3 mg/mL, les valeurs du pourcentage
d’inhibition des huiles essentielles de C.ladaniferus et C.albidus se rapprochent.

L’Clsg exprime la quantité d’antioxydant requise a la diminution de la concentration
du radicale libre DPPHe. A I’inverse du pourcentage d’inhibition, I’activité antioxydante d’un
composé est plus grande quand la valeur d’Clsg est la plus basse.

Les valeurs d’Clsg (calculées graphiquement) des huiles essentielles et de la Vit C sont
présentées dans le (Tableau 06). Il apparait d’apres les résultats de ce test que les huiles
essentielles de C. monspeliensis présentent une activité antioxydante plus intéressante par
rapport a ceux des autres cistes, effectivement : C. monspeliensis (Clsp=6,18 mg/mL> C. alidus
(Clsp =13,7dmg/m) > C. ladaniferus (Clsp= 16,44 mg/mL). Nous en déduisons que les huiles
essentielles de C. monspeliensis sont plus capable de piéger les radicaux libres DPPHe que les
huiles essentielles de C. albidus (récoltées en période de floraison dans la méme région). De
méme pour les huiles essentielles de C.ladaniferus, qui ont signalé une trés faible activité
antioxydante. En contre partie, la Vit C montre qu’elle est ’antioxydant le plus efficace capable
de ramener le radical libre diphénylpicrylhydrazyl au diphénylpicrylhydrazine de couleur jaune
avec une Clso remarquable de 0,0046 mg/mL.

D’autres études se sont penchées sur 1’étude de 1’activité antioxydante des huiles
essentielles des cistes, en effet I’évaluation de la capacité antioxydante des volatils des
feuilles de C. ladaniferus poussant en Portugal par la méthode DPPH, a donné des résultats
révelant une inhibition de (86,88+ 0,76 % a 153,60 mg/mL) par rapport aux antioxydants
synthétiques BHA (96% a 3,6mg/mL) et a-tocopherol (95% a 8,6 mg/mL). La Clsy des huiles
essentielles est de (36,28 + 0,36 mg /mL) [18].

Ces résultats ne sont pas compatibles avec ceux des huiles essentielles de

C.ladaniferus poussant en Algeérie, nos huiles essentielles indiquent une meilleure activité
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DPPH. La Vit C qui a été utilisée dans notre étude, s’est révélée plus active que le BHA ou
I’o- tocophérol. Néanmoins, 1’extrait phénolique pour la méme étude indique une forte
capacité antioxydante (95,96 +0,14% a 0,31mg/mL) par rapport aux huiles essentielles et
méme aux antioxydants synthétiques. La composition chimique des huiles essentielles n’a pas
été décrite par les auteurs [18].

L’¢étude de Loizzo et collaborateurs [16], portant sur 1’étude chimique et biologique de
plusieurs cistes parmi eux C. monspeliensis, a montré un pouvoir antioxydant élevé des
volatils (extraites des feuilles) par rapport a nos huiles essentielles par la méme méthode
(Cl50=991,9 £ 4,4 ug/mL) ; (Clso= 5ug/mL pour la Vit C).

e Test FRAP

La courbe (Figure 34) indique que le pouvoir réducteur des huiles essentielles de
C. monspeliensis et de I’antioxydant de référence augmente avec la concentration. Une grande
absorbance indique un pouvoir réducteur élevé. On n’en conclut que la vitamine C est la plus
active (une absorbance de 0,892 pour une concentration de 0,05 mg/mL).

Des valeurs d’absorbance faibles et semblables ont été enregistrées pour les huiles essentielles
de C. ladaniferus et C. albidus a des concentrations allant de 0,01 a 0,05 mg/mL indiquant une
faible capacité a réduire le Fe (I11) dans cette zone par rapport a I’antioxydant de référence.

Les espéces de cistes ont fait objet de quelques études par le test FRAP. L’étude de
Guimaraes et collaborateurs [18], par la méthode FRAP de la fraction phénolique et des huiles
essentielles des feuilles de C. ladaniferus du Porugal, a montré que la valeur de 1’absorbance
de la fraction phénolique est supérieure a celle des huiles essentielles. La meilleure activité
réductrice des huiles essentielles correspond & une absorbance de (0,60+0,00) pour une
concentration de 4,80 mg/mL. Les huiles essentielles se sont montrées plus active que 1I’a-
tocophérol et le BHA (antioxydants de référence). Les valeurs de I’absorbance sont estimées
a 0,13 pour une concentration de 8,6 mg/mL pour le BHA et 0,12 pour une concentration de
3,6 mg/mL pour I’a-tocophérol. L’activité antioxydante de nos extraits volatils a montré une
meilleure activite par rapport a ceux de C.ladaniferus du Portugal. La Vit C employée dans
notre étude semble plus « puissante » que le BHA et I’a-tocophérol. Rappelons aussi que la
composition chimique des huiles essentielles n’a pas été présentée par les auteurs.

Nicoletti et collaborateurs [19], ont étudié le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques
de divers cistes. La composition chimique est caractérisée par la présence des polyphénols
(flavonoides et tannins). L’activité réductrice de I’extrait de C. ladaniferus par le test FRAP
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(estimée en Clsp) est de (142+12,46 pg/mL), n’empéche que la Vit C exhibe la meilleure activité
antioxydante (40+1,31 pg/mL).
e Test g-carotene

Les résultats du (Tableau 07) revelent que le pourcentage d’inhibition des radicaux
libres par les différents extraits testés augmente avec la concentration, bien que cette
augmentation ne soit pas significative pour les concentrations d’huiles essentielles de
C. monspeliensis. En effet, a une concentration de 4 mg/mL, un pourcentage d’inhibition faible
de 8,1% a été évalue. Parallelement pour la méme concentration, des valeurs de 35,06% et
70,88% d’inhibition sont accordées aux huiles de C. ladaniferus et C. albidus respectivement.
Les huiles essentielles de C. albidus et le BHT a différentes concentrations inhibent d’une
maniere révélatrice les radicaux libres, mais la meilleure activité antioxydante est accordée a
I’antioxydant de référence, une inhibition de 57,56% a été enregistrée pour une concentration
de 0,1 mg/mL.

Les Clso calculées expriment les concentrations des extraits capables de réduire 50%
des radicaux peroxydes. Plus la valeur de la Clsg est faible, plus le pouvoir antioxydant est
grand. L’activité antioxydante de la décoloration du p-carotene par les huiles essentielles
testées est classée comme suit: BHT (Clsp = 0,085 mg/mL) > C. albidus (Clsp= 2,69
mg/mL) > C. ladaniferus (Clso = 5,19mg/mL) > C. monspeliensis (Clso = 28,61 mg/mL).

On en déduit que D’effet antioxydant des huiles essentielles de C.monspeliensis est
relativement faible par rapport aux autres huiles et au BHT.

Le test du blanchissement de la p-caroténe a donné une meilleure contribution des huiles
essentielles des feuilles de C.ladaniferus poussant en Portugal par rapport a nos huiles
(66,32+1,39% a 0,6 mg/mL), (Clsp=0,12+0,01 mg/mL) et par rapport a ’antioxydant synthétique
TBHQ (82,2 £ 2mg % a 2mg/mL) [18].

Une étude tunisienne sur les huiles essentielles des feuilles de C. monspeliensis par le test
p- caroténe indique une meilleure activité inhibitrice des radicaux libres par rapport & nos huiles.
Reellement, les valeurs des Clsp des huiles essentielles ainsi que I’antioxydant de référence
(galatte de propyle) sont : (Clsg = 54,7 + 3,0 ug/mL) ; (Clso = 1,0+0,041 pg/mL) respectivement
[16].

Les résultats de la peroxydation lipidique (exprimée par la décoloration de la S-caroténe)
de I’extrait méthanolique des feuilles de C. monspeliensis, C. libanotis et C. villosus de France,
montrent une activité supréme des extraits de ces cistes par rapport a nos huiles essentielles :
C. monspeliensis (Clsp = 20,2+5,54 pg/mL) > C. libanotis (Clsp = 72,0£5,53 pg/mL) > C.
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villosus (Clsp = 214,0+2,61pug/mL). Les huiles essentielless de C. monspelinsis et C. libanotis se
sont révelées plus actives que le BHT pris comme référence dans cette étude (Clso = 85,0+0,22
pg/mL) [19].

A la lumiere des différents résultats obtenus par les méthodes conventionnelles de
I’évaluation de I’activité antioxydante, il en résulte que I’activité antioxydante des huiles
essentielles testées est liée a la composition chimique, probablement aux composés
majoritaires. Généeralement, les composes oxygénes présentent une activité antioxydante plus
remarquable que les terpenes hydrocarbonés [20]. En effet, la composition chimique des
huiles essentielles de C. monspeliensis poussant en Algérie est caractérisée par une absence
totale des  monoterpénes hydrocarbonés ce qui peut expliquer leur bonne activité
antioxydante DPPH.

L’assistance des alcools monoterpeniques (4-terpinéol a 5,7% de la composition des
huiles essentielles de C. ladaniferus) et des dérivés non terpéniques (nonanal a 5,4% de la
composition chimique des huiles essentielles de C.monspeliensis ) semble contribuer a 1’activité
antioxydante de nos deux huiles. D’aprés 1’étude d’Edris [21], les alcools terpéniques, les
cetones, les éthers et les aldéhydes accentuent I’activité antioxydante de quelques huiles
essentielles. Cependant, I’activité des huiles essentielles peut dépendre de ’effet de synergie
entre toutes les molécules ou seulement entre les molécules majoritaires qui peuvent étre
contrélées par les composés minoritaires [22].

L’étude de Miguel [23] sur ’activité antioxydante DPPH des huiles essentielles de
quelques plantes, indique une bonne capacité antioxydante des huiles essentielles contenant
des composés phénoliques tels que le carvacrol, le thymol, etc. Ce résultat peut expliquer la
bonne activité antioxydante des huiles essentielles de C.monspeliensis poussant en Tunisie par
rapport a nos huiles [16]. La fraction phénolique (carvacrol et eugénol) est évaluée a 9,8%
tantdis que le pourcentage du carvacrol dans nos huiles essentielles est estimé seulement a
0,9%.

Toutefois, les résultats de 1’activité antioxydante des huiles essentielles des trois
especes de cistes montrent un comportement différent des huiles de C. monspeliensis comme
piégeur des radicaux libres DPPHe et comme inhibiteur de la peroxydation lipidique. D’aprés
Bruni et collaborateurs [24], en raison de la présence d’une émulsion, les molécules polaires
peuvent étre « moins efficaces » pour prévenir I’oxydation de I’acide linoléique. Cela suggere

que les composés polaires pourraient étre responsables de I’activité antioxydante révélée par
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le test DPPH. Par ailleurs toutes les huiles essentielles des espéces de cistes étudiées sont
moins actives que la Vit C ou le BHT.

En Conclusion, Les résultats des tests de I’activité antioxydante in vitro montrent que
les huiles essentielles des trois espéces de cistes peuvent étre une source naturelle
d’antioxydants a exploiter dans 1’industrie alimentaire.

IV.2.2 Mesure de P’activité antimicrobienne
IV.2.2.1 Introduction

Les résultats préliminaires de 1’activité antioxydante des huiles essentielles, nous en
poussé a vérifier I’activité thérapeutique antimicrobienne des huiles essentielles de la partie
aerienne de C.ladaniferus, C. albidus et C. monspeliensis de 1’ Algérie. Pour cela, nous avons
employé deux méthodes, celle de la diffusion sur milieu gélose et celle de dilution.
1V.2.2.2 Méthode de diffusion sur disque

Nous avons choisis pour cette étude six bactéries a Gram-positif (Bacills subtilis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 15313,
Enterococcus fecalis ATCC 49452, Bacills cereus ATCC 10876, Micrococcus luteus
ATCC9341) et cing bactéries a Gram-négatif (Klebsiella-pneumoniae ATCC 700603,
Escherchia coli ATCC 25912, Citrobacter freundii ATCC 8090, Salmonella typhimurium
ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) et deux levures (Candida albican
ATCC 10231 et Candida albican ATCC 26790).

Le choix des souches de I’étude dépend du but spécifique de la recherche. Les
souches de références sensibles aux antibiotiques sont de préférence employées. Le test
devrait au moins se composer d’une bactérie a Gram positif et d’une bactérie a Gram négatif
[25]. Ces mémes souches ont servi comme modeéle de référence dans plusieurs études
d’évaluation de I’activité antibactérienne de nombreux produits naturels et de synthése [26-
27].

L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des trois cistes sur toutes
les souches microbiennes a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (Figure 40).

Les diametres d’inhibition sont présentés dans les Tableaux (08, 09, 10).

93



CHAPITRE 1V : Résultats et Discussion

B.subtilis S. aureus

HE(CL)  HE(CA) HE(CM) HE(CL) HE(CA)  HE(CM)

Fig.40 : Méthode de diffusion sur disque (zone d’inhibition de la croissance de quelques
souches bactérienne. (HE : Huile Essentielle ; CL : C. ladaniferus ; CA : C. albidus ; CM :
C. monspeliensis) (Source : Bechlaghem karima)

Discussion

Les résultats du test préalable de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
disque montrent que les huiles essentielles de C. ladaniferus, C. albidus et C. monspeliensis
présentent des activites vis-a-vis de B. subtilis, S. aureus, B. cereus et M. luteus (Tableaux 08,09,
10). Pour les autres bactéries, I’activité divergent. En fait, en augmentant la charge des
disques, I’effet des huiles essentielles sur les bactéries change ; les souches passent de 1’état
résistant a I’état sensible (cas des bactéries a Gram négatif) et de ’état sensible a 1’état tres
sensibles voire extrémement sensible (cas des bactéries & Gram positif).

Les meilleures zones d’inhibition sont attribuées a I’huile de C. monspeliensis, elle
posseéde une activité antimicrobienne importante si on la compare avec les activités des deux
autres huiles. Elle est active vis-a- vis des bactéries a Gram positif : B.Subtilis (23+£0,28 mm)
et S. aureus (25+0,28 mm) et vis-a- vis des bactéries a Gram négatif : K. pneumoniae
(14+0 mm) et C. freundii (15£0 mm) et cela avec une charge de 30pul (Tableau 10).

Les huiles de C. ladaniferus et C. albidus sont actives vis-a-vis des quatre bactéries a
Gram positif (B. subtilis, S. aureus, B. cereus et M. luteus) avec des diamétres d’inhibition
qui varient entre 12 et 17,33 mm. Ces huiles ont une activité moyenne vis-a-vis de
L. monocytogenes (des diamétres allant de 8mm a 12mm sont observées) (Tableaux 08,09).

Une faible activité des huiles essentielles de C. ladaniferus a été enregistrée vis-a- vis
des souches E. feecalis (910,28 mm a partir de 15uL d’huile), K. pneumoniae (80,57 mm) et
S. typhimurium (une seule zone d’inhibition a 13£0,57 mm pour 30uL d’huile). Une activité
moyenne pour les huiles de C. albidus vis-a-vis de K. pneumoniae (10,33+0,88 mm),

S. typhimurium (9£1mm). Pour les autres souches aucune zone d’inhibition n’a été décelée.
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L’antibiogramme (Tableau 11), nous a permis d’une part de vérifier la conformité des
souches de références, la validité des manipulations, la technique utilisée et enfin la
comparaison des résultats obtenus avec ceux des huiles essentielles. Le choix de ces
antibiotiques était basé sur leurs disponibilités dans le commerce ainsi que sur leur utilisation
comme référence dans plusieurs travaux récents [28].

Par rapport a I’antibiotique utilisé¢ (la Gentamicine), les différences sont significatives
pour I’ensemble des souches. Néanmoins, une similitude dans les résultats avec 1’antibiotique
a été observée pour les huiles de C. monspeliensis. En effet, le diamétre de la zone
d’inhibition des huiles pour S. aureus est de (25 + 0,28 mm) (charges des disques en huiles
entre 25 et 30ul), diametre identique a celui de la Gentamicine (25£0 mm).

Les huiles de C. ladaniferus possedent le méme effet inhibiteur de la croissance
bactérienne de L. monocytogenes, (120 mm et 12+0,28 mm pour la charge des disques de
25uL et 30uL respectivement) que celle de la Gentamicine (12+0 mm).

Les huiles de C. albidus sont actives de la « méme fagon » que la Gentamicine vers la
méme souche bactérienne L. monocytogenes (11,66+0,33mm pour une charge de disque a
partir de 15 pL).

La seule activité contre les levures utilisées dans cette étude, a été décelée avec les
huiles essentielles de C. albidus vis-a- vis les C. albicans ATCC 10231. La comparaison est
faite avec 1I’Amphotéricine, la différence est tres significative quelque soit la charge du
disque. Ce comportement est probablement di au potentiel multirésistant de la souche de
levure utilisée.
1V.2.2.3 Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Dans un premier temps, les tests de 1’activité antimicrobienne ont été réalisés vis-a-vis
toutes les souches. Les produits qui semblent étre actifs révélés par 1’apparition de zones
d’inhibitions, ont fait ’objet d’une évaluation de leur activité par la méthode des dilutions
pour I’étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI). L’estimation des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles des trois cistes sont regroupés dans les
Tableaux (08, 09, 10).
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Tableau 08 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de C. ladaniferus

Microorganismes Huiles essentielles de C. ladaniferus
Charge des disques (uL)
5 10 15 20 25 30
Diamétre d’inhibition (mm) 4CMI (pg/mL)
Gram-positif
B.subtilis ATCC 6633 11+0,57 14+0 14+0,288 15+0,28 15+0 15+0 10+0
S. aureus ATCC 25923 12+0,28 12+0,28 12+0,28 12+0,28 12+0 12+0 2010
L. monocytogenes ATCC 15313 8+0,28 8+0,28 9+0,28 10+0,28  12+0,28 12+0 20+0
E. feecalis ATCC 49452 b - 9+0,28 100,28  12+0,28  12+0,28 20+0
B.cereus ATCC 10876 14,33+0,33 14,33+0,33  14,33+0,33 15+0 15+0 15+0 11+0
M. luteus ATCC9341 15+0,57 150 150 15+0,57 150,57 150,57 18+0
Gram- négatif
K.pneumoniae ATCC 700603 - - - - - 810,57 -

E. coli ATCC 25912 - - - - - - -
C. freundii ATCC 8090 - - - - - - -
S. typhimurium ATCC 13311 - - - - - 13+057 20+0
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - -
Levures

C. albican ATCC 10231 - - - - - - -
C.albiacn ATCC 26790 - - - - - - -

2 CMI: Concentration Minimale Inhibitrice exprimée en pg/mL ; ° - : aucune zone d’inhibition ; ATCC : American Type Culture Collection ; Les valeurs sont

exprimées en moyenne +SD (n=3) en utilisant le programme Past 3.03

96



CHAPITRE IV : Résultats et Discussion

Tableau 09 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de C. albidus

Microorganismes Huiles essentielles de C. albidus

Charge des disques (uL)

5 10 15 20 25 30
Diamétre d’inhibition (mm) 4CMI(pg/mL)

Gram-positif

B.subtilis ATCC 6633 15+0 15+0 150 150 16+0,28 16+0,288 20+0

S. aureus ATCC 25923 12+0,28 12+0,28 12+0 12+0 12+0 12+0,28 20+0

L. monocytogenes ATCC 15313 9+0,28 11+0,57 11664033 11,664033 11,66+0.33 11664033 20+0

E. fecalis ATCC 49452 b - - - - - -
B.cereus ATCC 10876 15+1 16,33+0,33 16,33+0,33  16,33+0,33  16,33+0,33  16,33+0,33 19+0

M. luteus ATCC9341 17,33+0,33 17,33+0,33 17,33+0,33  17,33+0,33  17,33+0,33  17,33%0,33 17+0

Gram- négatif

K.pneumoniae ATCC 700603 - - 8+0,57 1033088 1033+088 1033088

E. coli ATCC 25912 - - - - - - -
C. freundii ATCC 8090 - - - - - - -
S. typhimurium ATCC 13311 - - 8+0 8+0 9+1 9+1 1940
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - -
Levures

C. albican ATCC 10231 840,28 840,28 810,28 810,28 10+0,28 13+0,28 2040
C.albiacn ATCC 26790 - - - - - - -

#CMI: Concentration Minimale Inhibitrice exprimée en ug/mL. ° - : aucune zone d’inhibition ; ATCC : American Type Culture Collection ; Les valeurs sont exprimées

en moyenne +SD (n=3) en utilisant le programme Past 3.03.
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Tableaus 10 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de C. monspeliensis

Microorganismes

Huiles essentielles de C. monspeliensis

Charge des disques (pL)

5 10 15 20 25 30
Diamétre d’inhibition (mm) 4CMI pg/mL)

Gram-positif
B.subtilis ATCC 6633 12+0,28 13+0,28 19+0,57 200,57 200,57 231028 0,25+0
S. aureus ATCC 25923 1410 1510 160 200,28 250,28 254028 0,25+0
L. monocytogenes ATCC 15313 b - - - - - -
E. feecalis ATCC 49452 - - - - - - -
B.cereus ATCC 10876 170 170 170 170 1740 17+0,57 0,240
M. luteus ATCC9341 1240 14+1,15 14+1,15 14,33+0,88 14,33+0,88 150,57 0,210
Gram- négatif
K.pneumoniae ATCC 700603 8+0,57 10331088 13+0,57 14+0,57 1440 1410 200
E. coli ATCC 25912 - - - - - - -
C. freundii ATCC 8090 810,28 12+0,28 12+0,28 12+0,28 15+0,28 1510 -
S. typhimurium ATCC 13311 12+1 12+1 1241 12+1 1240 12+0 200

P. aeruginosa ATCC 27853

Levures
C. albican ATCC 10231
C.albiacn ATCC 26790

2CMI : Concentration Minimale Inhibitrice exprimée en pg/mL ; ° - : aucune zone d’inhibition ; ATCC : American Type Culture Collection ; Les valeurs sont

exprimées en moyenne +SD (n=3) en utilisant le programme Past 3.03
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Tableau 11 : Zones d’inhibition et les CMI des antibiotiques standards

Microorganismes Antibiotiques
Gentamicine (10ug) Amphotéricine (100ug)
2DI(mm) ®CMI (ug/mL) DI (mm) *CcMmI
(Mg/mL)
Gram -positif
B.subtilis ATCC 6633 2240 5,2+0 ¢ -
S. aureus ATCC 25923 25+0 0,19+0 - -
L. monocytogenes ATCC 15313 12+0 2,21+0 - -
E. feecalis ATCC 49452 130 0,78+0 - -
B.cereus ATCC 10876 280 0,50 - -
M. luteus ATCC9341 28,510 0,50 - -
Gram-négatif - -
K.pneumoniae ATCC 700603 1510 4,16x0 - -
E. coli ATCC 25912 23+0 0,32+0 - -
C. freundii ATCC 8090 3240 0,19+0 - -
S. typhimurium ATCC 13311 2510 0,25+ - -
P. aeruginosa ATCC 27853 21,33 0,50 - -
Levures
C. albicans ATCC 10231 - - 3210 8+0
C.albicans ATCC 26790 - - 30+0 440

DI : Diamétre d’Inhibition ; "°CMI: Concentration Minimale Inhibitrice exprimée en pg/mL. ¢ - : aucune zone d’inhibition ; ATCC : American Type Culture Collection ; Les

valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3) en utilisant le programme Past 3.03.
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Discussion

Les résultats les plus prometteurs sont obtenus a partir de 1’huile de C. monspeliensis
comme le montre le (Tableau 10). En effet, la CMI des huiles est de 0,250 pg/mL contre la
croissance bactérienne de S. aureus alors qu’elle est de 20+0 ug/mL pour les huiles de
C. ladaniferus et C. albidus pour la méme souche. Ce méme résultat a été enregistré pour les
huiles de C. monspeliensis envers B. subtilis. Les valeurs des CMI des trois huiles vis-a-vis
les autres souches (L. monocytogenes, E. feecalis, K. pneumoniae et S. typhimurium ) étaient
de ’ordre de 20 pg/mL. Les souches d’E. coli ATCC 25912 ont montré une résistance a nos
trois huiles, aucune activité n’a été détecté quel que soit la charge des disques. Notons aussi
qu’aucune activité n’a été remarquée contre les levures sauf pour les huiles de C. albidus, La valeur
de la CMI est estimée & 20pg/mL tandis qu’elle est de 8ug/mL pour I’ Amphotéricine.

Des travaux antérieurs sur 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles ainsi que
les extraits des especes de cistes ont été publiés, I’espéce C.ladaniferus a été la plus explorée.
En effet :

L’étude de Rossi et collaborateurs [29], sur les huiles essentielles de C.ladaniferus
indique une sensibilité des souches bactériennes (S. aureus ATCC6538 et E. coli ATCC
11775) envers ces huiles. Le diamétre d’inhibition est évalué a 15mm pour une charge de
disque de 15uL et la CMI est de I’ordre de 0,125% pour le staphylocoque. Les composés
majoritaires de 1’huile étant I’a-pinéne qui est reconnu d’avoir une faible activité inhibitrice
contre S. aureus. D’apres 1’auteur, ce monoterpéne hydrocarboné n’est pas le seul responsable
de cette activité.

L’activité des huiles essentielles extraites des feuilles de C. ladaniferus var.albiflorus du
Maroc ainsi que le labdanum a été testée sur différentes souches bactériennes et fongiques. Les
résultats exprimés en degré d’efficacité antimicrobienne, indiquent une forte activité des huiles
essentielles contre les bacilles (B. magaterium), les stapphylocoques (S.aureus) et les mucorales
(M. racemosus) avec des degrés d’efficacité de (2,7 ; 2,0; 2,7) respectivement. La résine
(labdanum) par contre s’est montrée moins active que les huiles essentielles. La composition
chimique des huiles essentielles rassemble les sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés
représentes exclusivement par le viridiflorol. Quand au labdanum, le profil chimique est
composé d’acides gras, phénols et hydrocarbures [30].

Le travail de Mohammedi et Atik [31] portant sur 1’étude du potentiel antimicrobien des
huiles essentielles obtenues des feuilles de C. ladaniferus poussant dans les monts de la région de
Tlemcen (Algeérie) a révélé une bonne activité contre L. monocytogenes ATCC 19111 avec un
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diametre d’inhibition (DI1=19,5+0,5mm) suivie de S. aureus ATCC 601 (DI= 10,66+1,155mm)
pour une charge de disque respective de 3uL. La mesure de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles a été complétée par un autre test. Ce dernier consiste a mesurer a 625 nm, le
pourcentage d’inhibition des populations des souches microbiennes par les huiles essentielles. La
concentration inhibitrice de 50% des souches microbiennes (Clsg) a été évaluée a 1,36 puL/mL.

Les huiles essentielles et les différents extraits (d’hexane, de dichlorométhane, d’acétate
d’éthyle du méthanol et de 1’eau) de la partie aérienne de C.ladaniferus d’Oulmes du Maroc, ont
révélé une forte inhibition des huiles essentielles contre les bactéries & Gram positif (S. aureus) et
a Gram négatif (Y. entercolitica) , S. aureus (DI= 27mm, CMI= 250ug/mL) et Y. entercolitica
(DI=25mm, CMI= 62,5 pg/mL). Les extraits aqueux et méthanolique ont montré une bonne
activité contre les staphylocoques (S. epidermis et S.aureus). Des diametres d’inhibitions
(D1=23mm et 20mm) ont été mesuré pour I’extrait aqueux et méthanolique respectivement
contre S. epidermis.

D’autre part, dans la méme étude, les extraits obtenus avec le dichlorométhane, 1’acétate
d’éthyle et ’hexane, ont inhibé la croissance de quelques bactéries avec des zones d’inhibitions
respectives de 16 mm, 12 mm et 12 mm pour S.aureus et 13mm, 11 mm et 8 mm respectivement
pour Y. entercolitica [32].

Boukili et collaborateurs [33] ont évalué I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
des feuilles de C. ladaniferus var.maculatus. Les souches microbiennes pathogénes sont issues
d’un milieu hospitalier. Les résultats ont indiqué des activités inhibitrices contre les
staphylocoques S. aureus (DI= 23 mm; CMI = 6,25 mg/mL) et S. epidermidis (DI=15mm ;
CMI= 12,5mg/mL). Les huiles essentielles par contre ont montré une meilleure activité
antifongique contre C.albicans (DI= 36mm ; CMI=0,001mg/mL). La composition chimique des
huiles essentielles est caractérisée par la présence de 1’alcool diterpénique (viridiciol 18,16%), du
monoterpéne hydrocarboné (camphéne 17,70%) et du sesquiterpeéne hydrocarboné (y-gurjunene
7,15%).

L’activité antimicrobienne des différents extraits (méthanol, éthanol et du melange
acétone/eau) obtenus a partir de la partie aérienne de C. ladaniferus L., a été testé sur différentes
souches microbiennes de référence. Les souches (E. coli, S. typhimurium et C.albicans) ont
montré une résistance envers ces extraits. Par contre, K .pneumoniae et B.cereus étaient plus
susceptibles vers les tout les extraits. Les valeurs des CMI correspondantes étaient entre 0,625 et
1,25mg/mL [34].
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Dans un autre travail, les auteurs ont étudiés 1’activité antimicrobienne de différents
extraits des feuilles de plusieurs espéces de cistes poussant en Turquie, parmi eux
C.monspeliensis. Les extraits ont été préparés a partir de 1’eau, du méthanol, du chloroforme,
de I’acétate d’éthyle et du n-butanol. Tous les extraits de C. monspeliensis ont montré des
activités vers S. aureus (ATCC 29213). Les diamétres d’inhibition sont de 9mm a 10 mm. Par
contre, aucune zone d’inhibition n’a été observée pour P. aeruginosa (ATCC 27853) et
C. albicans (ATCC 10231). Une sensibiliteé vers les autres microorganismes a été observee
notamment vers B.subtilis (ATCC 6633) pour I’extrait du chloroforme, de I’acétate d’éthyle
et de I’eau avec des diamétres d’inhibitions de (10mm, 10mm et 8mm) respectivement [35].

Barraon-Catalan et collaborateurs [36] ont étudié 1’effet antibactérien de 1’extrait
aqueux de la partie aérienne de C.ladaniferus envers S. aureus et E.coli. La sensibilité des
microorganismes envers 1’extrait aqueux a été évaluée en CMIsy (Concentration minimale
inhibitrice de 50% de la croissance bactérienne). Une bonne activité a été remarqué pour S.
aureus par rapport a E. coli (CMIsp= 0,940,047 mg/mL et CMIso = 0,154 £ 0,028 mg/mL)
respectivement.

L’extrait phénolique obtenu a partir des feuilles du C. ladaniferus a été testé sur
quatre souches fongiques : C. albicans(ATCC 928), C. tropicalis (ATCC 750) , C. glabrata
(ATCC 2001) et C. parapsilosis (ATCC 22019) dans une étude présentée par Barros et
collaborateurs [37]. L’extrait a montré un effet inhibiteur puissant contre les levures, les CMI
obtenues étaient de a 0,05 mg/mL.

L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des trois cistes poussant
en Algérie, a conduit a des résultats qui indiquent que 1’huile essentielle de C. monspeliensis
peut étre classee parmi les produits qui ont une forte activité. L’huile inhibe la croissance de
S. aureus ATCC 25923 avec un diametre d’inhibition intéressant qui s’est révélé identique a
la Gentamicine (25mm). De plus, le spectre d’action de 1’huile est plus large, il s’étend a
plusieurs pathogenes. D’autre part, les huiles essentielles de C. ladanifrus et de C. albidus
montrent une activité moyenne vis-a-vis de S. aureus (quelque soit la charge du disque) et de
B. subtilis.

Les bactéries a Gram négatif montrent une résistance plus élevée que les bactéries a
Gram positif, cela est di certainement a la différence structurale des parois bactériennes
[38]. Les effets antibactériens sont influencés par la composition chimique de I’huile testé, la

méthode expérimentale choisit et la souche bactérienne testé.
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Il a été mentionnée que I’action antimicrobienne des huiles essentielles se déroule par
une attaque de la paroi bactérienne par les huiles essentielles ce qui provoque une
augmentation de la permeabilité et par la suite la perte des constituants cellulaires, puis une
acidification de l'intérieur de la cellule bloquant ainsi la production de I'énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure. La destruction du matériel génétique induit a la mort de
la bactérie [39]. D’autre part, 1’action bactérienne des huiles essentielles dépend a la fois des
composés majoritaires, des effets synergiques et des composés mineurs présents.

Les phénols, les alcools et les aldéhydes présents dans les huiles essentielles sont
connues d’avoir des activités antimicrobiennes [22]. En effet, les phénols entrainent
notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles dans les infections
bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leurs localisations [40].

Il semble que I’activité des huiles essentielles de C. monspeliensis par rapport aux
autres huiles est due a sa composition chimique variée en composés oxygénés appartenant a
différentes classes chimiques.

L’action inhibitrice des huiles essentielles de C. albidus contre la croissance des
C. albicans ATCC 10231 est due slrement aux composés sesquiterpéniques présent a un
grand pourcentage (93.4%), a leurs composés majoritaires et/ou a I’effet synergique de toutes
les molécules. Réellement, Chang et collaborateurs [41], ont rapporté que les sesquiterpénes
révelent une activité antifongique tres intéressante supérieure a celle des monoterpenes.

L’activité antibactérienne des différents extraits (étudiée précédemment) est attribuée
aux composants présents dans ces extraits. Les résultats obtenus sont liés directement a la
diversité quantitative et/ou qualitative de ces composés. En effet, les extraits de plante ont
révélé un potentiel antimicrobien élevé du a la présence des polyphénols (tannins, flavonoides)
connues d’avoir une activité microbienne élevée [32,34].

En conclusion, la valorisation de ces résultats sur terrain constitue une perspective
prometteuse, les effets inhibiteurs observés des huiles essentielles des cistes notamment celui
de C. monspeliensis sont révélant pour développer de nouveaux agents dans le traitement des
infections causées par les bactéries pathogénes, quoi que des recherches supplémentaires
seront nécessaires pour mieux comprendre les propriétés antimicrobiennes des especes de

cistes.
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1V.2.3 Evaluation de Pactivité antidiabétique
1VV.2.3.1 Introduction

Les especes de cistes sont utilisées dans plusieurs pays pour traiter le diabéte. En
Turquie, I’infusion des feuilles de C.laurifolius est employée en médecine traditionnelle comme
hypoglycémiante [42]. Au Maroc, plusieurs espéces de cistes, & savoir C. monspeliensis et
C.salvifolius sont employées pour traiter I’hyperglycémie [43]. Les especes de cistes qui
poussent en Algérie ne sont pas trop explorées comme source de métabolites ayant un potentiel
thérapeutique (antidiabétique).
1VV.2.3.2 Activité inhibitrice de I’a-amylase

Dans cette partie, nous avons envisagé d’estimer 1’activité antidiabétique des huiles
essentielles de C.ladaniferus, C.albidus et C.monspeliensis si elle existe. Les tests in vitro
« a-amylase » et « a-glucosidase » sont les plus utilisés. Nous avons choisis de tester nos
huiles essentielles sur 1’activité de I’a-amylase pancréatique d’origine porcine. Cette enzyme

est connue dans le catabolisme des polysaccarides en unités plus petites

Fig.41 : Evaluation de I’activité inhibitrice de I’a-amylase

L’activité antidiabétique des huiles essentielles est exprimée par le calcul de la concentration
inhibitrice de 50% de P’activité enzymatique (Tableau 12). La valeur d’Clsp permet d’estimer la
capacité inhibitrice de nos huiles. Les résultats sont comparés avec un inhibiteur standard

« Acarbose » utilisé dans le traitement du diabete sucré de type 2 [44].

Les Figures (42, 43, 44 et 45) traduisent la variation du pourcentage d’inhibition des
huiles essentielles en fonctions des concentrations utilisées.
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Les résultats de I’activité antidiabétique sont regroupés dans le tableau suivant :
Tableau 12. Potentiel hypoglycémiant in vitro des HE (huiles essentielles) de C. ladaniferus
(CL) ; C. albidus (CA) ; C. monspeliensis (CM)

Extrait Activité inhibitrice de I’a-amylase

HEs (CL)  Concentration (mg/mL) 0,31 0,62 1,25 25

% Inhibition 12,00 14,74 20,64 40,35

Clso (mg/mL) 3,31
HEs (CA) Concentration (mg/mL) 0,31 0,62 1,25 2,5

% Inhibition 6,78 10,18 15,99 34,03

Clso (mg/mL) 3,83
HEs (CM) Concentration (mg/mL) 0,31 0,62 1,25 2,5

% Inhibition (mg/mL) 6,56 9,40 14,61 28,52

ICso (Mg/mL) 4,67
Acarbose  Concentration (mg/mL) 0,0025 0,01 0,05

% Inhibition 27,77 37,76 75,42

Cl 50 (mg/mL) 0,024
Discussion

Il est clair d’aprés le Tableau 12, que le pourcentage d’inhibition de tous les extraits
(Huiles essentielles et Acarbose) augmente avec 1’augmentation de la concentration.

Les huiles essentielles de C. ladaniferus présentent les valeurs les plus élevées en
terme de pourcentage d’inhibition (40,35% a 2,5mg/mL) suivi par les huiles essentielles de
C.albidus (34,03%) pour la méme concentration. Les huiles essentielles de C.monspeliensis se
son révelées moins actives (28,52%).

L’acarbose utilis¢é comme molécule de référence présente le pourcentage le plus
¢levée d’inhibition (75,42% a 0,05 mg/mL).

L’efficacité des extraits a inhiber 1’activité enzymatique de I’a- amylase exprimée en
Clso est classée comme suit: Acarbose (Clso= 0,024mg/mL) > C. ladaniferus (Clso=
3,31mg/mL) > C. albidus (Clsp=3,83mg/mL) > C. monspeliensis (Clso= 4,67 mg/mL).

Au premier coup d’eeil, nous pensons que la capacité antidiabétique des huiles

essentielles des cistes par le test a-amylase est due principalement & leurs composés
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dominants, mais I’effet synergique de certains composants ou méme 1’influence des composés
minoritaires, ne sont pas a exclure.

L activité des huiles essentielles de C. albidus vis-a-vis I’enzyme est due exclusivement
aux composés sesquiterpeniques. Ces derniers sont connus dans la littérature d’avoir plusieurs
activités biologiques parmi lesquelles I’inhibition de I’a-amylase [45]. Par conséquent, 1’activité
des huiles de C. ladaniferus accrue, semble avoir due a 1’association de toutes les molécules
monoterpeniques et sesquiteréniques. L’activité inhibitrice de I’a- amylase par les huiles
essentielles des cistes, indique leurs effets hypoglycémiants et par conséquent leurs capacités a
prévenir du diabéte.

Les études sur ’activité antidiabétique des huiles essentielles des trois especes de cistes
n’ont pas été rapportées auparavant d’apres les informations disponibles. Cependant, quelques
études ont été menées sur les extraits. Au Maroc, Sayah et collaborateurs [43] ont étudié des
extraits aqueux et méthanoliques de la partie aérienne de C. salviifolius et C. monspeliensis.
L’aboutissement de cette recherche, a révélé une capacité élevée des extraits de ces especes a
inhiber I’activité enzymatique « a-amylase ». En effet, en terme de concentration minimale
inhibitrice, I’extrait aqueux de C. salviifolius exhibe une forte activite (Clsp = 217,50+ 0,15
pg/mL) que celle de I’acarbose (Clsp= 311,20+1,38 pg/mL) et celle de I’extrait méthanolique
et aqueux de C. monspeliensis (Clsp= 706,50+0,17 pg/mL), (Clsp= 886,10£0,10 pg/mL)
respectivement. La composition chimique de ces extraits est constituée par les composés
phénoliques, les flavonoides et les proanthocyanidines. La bonne activité des extraits est due a
I’effet des molécules bioactives présentes qui agissent en synergie d’aprés 1’auteur.

L’effet inhibiteur in vitro des extraits de C.laurifolius poussant en Turquie sur ’a-
amylase et a été évalué par Orthan et collaborateurs [42]. L’extrait éthanolique des feuilles
exhibe un effet hypoglycémiant supérieur (75,3%) a celui de 1’acarbose (73,7%) et a 1’extrait
aqueux (60,5%) a la concentration de 3000 pg/mL. L’extrait éthanolique étant riche en
composés phéloniques (flavonoides) qui sont connus d’avoir des propriétés antidiabétiques
tres intéressantes.

L’analyse d’autres études sur d’autres espeéces, révelent que les monoterpenes
présentent aussi des propriétés antidiabétiques. En effet, Les huiles essentielles de la partie
aerienne de I’Origanum vulgare subsp.glandulosum Desf. de Tunisie, riche en monoterpénes
oxygénés et hydrocarbonés, exercent une forte activité inhibitrice contre 1’a-amylase. Le
carvacrol (composé majoritaire) contribue a 1’activité inhibitrice de ’enzyme d’aprés I’auteur
[46].
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Dans un autre travail effectué sur les extraits aqueux du thé vert et des pépins de
raisin, les résultats ont indiqué un potentiel élevé des pépins de raisin (Clso= 8,7+0,8 pg/mL) a
inhiber D’activité a-amylase, suivie du thé vert (Clso= 34,9£0,9 ug/mL). L’acarbose, molécule
de référence, indique une Clso de (6,9+0,8 pg/mL). La composition des extraits étant riche en
catéchines [47].

En conclusion, notre étude fait apparaitre les especes de cistes comme une source
prometteuse de molécules bioactives. Les espéces de cistes peuvent étre considérées comme
agents thérapeutiques pour controler I’hyperglycémie. Cependant, une étude in vivo sera
nécessaire pour valider les résultats in vitro obtenus.
1V.2.4 Activité insecticide
IV.2.4.1. Introduction

Durant leur stockage, les graines des Iégumineuses subissent des pertes considérables
par plusieurs ravageurs, principalement Callosobruchus maculatus. En Algérie, les pesticides
de synthése restent le moyen le plus utilisé pour la protection des denrées stockées. lls
engendrent des effets néfastes sur ’homme et 1’environnement, en plus des phénoménes de
résistance chez les ravageurs.

Dans la perspective d’élaborer une nouvelle approche de protection des légumineuses
contre C.maculatus, les huiles essentielles de C. ladaniferus, C. albidus et C. monspeliensis
ont été testées sur cet insecte ravageur.

IV.2.4.2 Evaluation de la mortalité des adultes de C.maculatus par les huiles essentielles

Les tests de toxicité effectués sur les adultes de C. maculatus par application des
huiles essentielles des trois especes de cistes, a trois doses différentes (2, 5 et 10 ul/10g de
graines de pois chiche), ont été suivis tous les 24 heures pendant deux jours. L’insecticide
chimique a été testé sur les bruches suivant la méme procédure.

Les moyennes de mortalité en fonction des doses utilisées (des huiles essentielles et de

I’insecticide chimique) sont indiquées dans les figures suivantes :
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Les résultats indiquent que le taux de mortalité des insectes augmente avec la
concentration. Néanmoins, pour les huiles essentielles de C. ladaniferus , a des doses de 5 et
10 pL, la valeur de la moyenne de mortalité reste la méme (Figure 46). D’autre part, les huiles
essentielles de C.monspeliensis ont révélé un taux de mortalité inferieur a celui des huiles

essentielles des autres cistes (Figure 47). Quand aux huiles essentielles de C.albidus, a des
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doses inférieures a 10uL, la toxicité des huiles s’est révélée supéricure a celle de I’insecticide
chimique (Figures 48 et 49).

Le test (ANOVA 1) appliqué aux résultats obtenus, a montré qu’il n’y a pas de
différence significative entre les doses de C. ladaniferus et de C. monspeliensis, ni avec les
doses du témoin, ni méme entre les doses apres 24 h d’exposition (p = 0,1099). Le test de
Tukey a révélé I’existence d’un seul groupe pour les huiles essentielles des deux espéces
(Figures 46 et 47). En contre partie, les résultats obtenues apres le traitement de C. maculatus
avec les huiles essentielles de C.albidus, ont montré une différence hautement significative
avec le témoin et entre les doses (p <0,001). Le test de Tukey a révélé I’existence de trois
groupes a savoir le groupe témoin, le groupe de concentration (2ul/10g de gaines) et le
groupe des concentrations (5 et 10 pl/10g de graines) (Figure 48).

Concernant, I’insecticide appliqué sur les adultes de C. maculatus, 1’analyse de
variance a montré qu’il y a une différence hautement significative entre le témoin et
I’insecticide (p <0,001). Le test de Tukey a révélé I’existence de deux groupes. Le premier
regroupe le témoin avec les deux doses (2 et 5ul/ 10g de graines), alors que la dose de
(10ul/ 10g de graines) a été classé dans un autre groupe (Figure 49).

Le pourcentage de mortalité des adultes C.maculatus a été évalué pendant 24h
pour une durée de 48h. Les résultats sont présentés dans les figures (50, 51,52, 53).
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D’apreés les figures, nous constatons que le pourcentage de la mortalité des adultes de
C.maculatus augmente d’un jour a un autre (de 24h a 48h). L’analyse de variance révéle qu’il
n’ya pas une différence significative que ¢a soit pour les huiles essentielles des différents
cistes ou pour I’insecticide chimique. En effet, p =0,634 pour C.ladaniferus, p= 0,541 pour
C.albidus, p= 0,194 pour C.monspeliensis et p=0,346 pour I’insecticide Decis, 25 EC.

Le pourcentage de mortalité des insectes reste le méme pour des doses respectives de
5 et 10 pL aprés 24 h et 48h d’exposition aux huiles essentielles de C.ladaniferus. D’autre
part, le pourcentage de mortalité des insectes par 1’effet toxique des huiles essentielles de
C.albidus apres 48h de traitement a des doses de 5uL et 10uL est identique. En revanche, les
huiles essentielles de C.monspeliensis expriment le pourcentage de mortalité le plus faible
apres 24h et 48h.
1VV.2.4.3 Comparaison de la toxicité des huiles essentielles des trois cistes sur les adultes
de C.maculatus

Les pourcentages de mortalité des bruches aprés deux jours, ont été transformes en
probits. La régression de données en fonction du logarithme de la dose en huiles essentielles,

a permis de calculer la DLsg et la DLgo. Les résultats des calculs sont regroupés dans le
Tableau 13.
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Tableau 13. Valeurs des DLsp et DLgo (UL/10g de graines) calculées

DLso (UL/10g de graines) DLgo (UL/10g de graines)

C. ladaniferus 13 179
C. albidus 5 12
C. monspeliensis 49 780
Insecticide (Decis, 25EC) 9 33

L’analyse des données du (Tableau 13) indique une activité tres intéressante des huiles
essentielles de C.albidus par rapport aux huiles essentielles de C.ladaniferus et
C.monspeliensis et par rapport a I’insecticide de référence. Réellement, en terme d’activité
insecticide : C.albidus (DLso= 5uL/10g de graines ; DLgy=12ug/10g de graines) > Decis,
25EC (DLsp= 9uL/10g de graines; DLgy=33ug/10g de graines) > C. ladaniferus
(DLsp= 13upL/10g de graines; DLgy=179ug/10g de graines) > C.monspeliensis (DLso=
49uL/10g de graines ; DLgp=780/10g de graines).

Discussion

Les résultats obtenus préalablement montrent que les huiles essentielles des trois cistes
présentent une activité insecticide contre les adultes de C. maculatus. Ces résultats ont été
confirmés par les valeurs des DLsy et DLgg calculées a partir de la formule de la droite de
régression. Les huiles essentielles de C.albidus ont manifesté la meilleure activité insectide,
les DLsp et DLgy calculées sont inférieures a celles de I’insecticide chimique. D’autre part,
L’analyse statistique indique que I’efficacité des huiles essentielles varie selon la plante testée
et la concentration d’huile essentielle utilisée.

L’activité des plantes insecticides est relative, elle dépend de la quantité des graines,
de la nature des substances actives et de la vitesse d’absorption par les graines. En effet, La
mortalité des insectes est réduite quand la vitesse d’absorption des composés actifs par les
graines est grande. D’autre part, pour une méme huile essentielle, certains composés
pénétrent mieux que d’autres. Les composés terpéniques pénétrent moins que les composés
soufres [48].

D’aprés Ketoh et collaborateurs [49], le produit a forte toxicité insecticide est celui qui
provoque une grande mortalité dans la population des insectes adultes a faible concentration,
c’est le cas des huiles essentielles de C.albidus. Les effets toxiques semblent dépendre de la
la composition chimique des huiles essentielles de C. albidus. L’activité insecticide des huiles

essentielles de C.albidus est due aux sesquiterpénes. D’autre part, I’effet toxique des huiles
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essentielles de C.ladaniferus provient de I’activit¢é de composés monoterpéniques et
sesquiterpéniques. Effectivement, I’étude de Toudert-Taleb [50], révele que les propriétés
répulsives des huiles essentielles sont souvent associées a la présence des monoterpenes et
sesquiterpenes, quoi que les effets toxiques dépendent des espéces d’insectes, de la plante et
du temps d’exposition a 1’huile essentielle [51]. D’un autre coté, les huiles essentielles de
C.monspeliensis ont exhibé une faible activité insecticide par rapport aux huiles essentielles
des autres espéces, cela peut étre expliqué par I’absence des monoterpénes hydrocarbonés
dans la composition des huiles. Néanmoins, 1’activité insecticide des huiles essentielles ne
peut pas se limiter seulement aux constituants majoritaires, elle pourrait étre due a 1’effet
synergique de plusieurs constituants ou a certains composés minoritaires [52].

Tres peu de travaux ont été menés sur les effets toxiques des huiles essentielles des
cistes. Les huiles essentielles extraites des feuilles de C.ladaniferus poussant dans la forét de
Zarifet (Tlemcen) ont été testées sur trois espéces de bruches a savoir Bruchus rufimanus,
Callosobruchus maculatus et Acanthoscelides obtecus, a différentes doses allant de 1 a
5uL/30g de graines. Les résultats ont montré que les huiles extraites de C. ladaniferus
entrainent chez les femelles des bruches étudiées une réduction significative de la fécondité
des femelles. La DLsg calculée aprés 48 heures d’exposition, montre la grande toxicité de ces
huiles essentielles sur A. obtectus avec une DLs, = 4,13 pL/30 g de graines, une toxicité un
peu variable sur les deux bruches C. maculatus et B. rufimanus avec des DLsg respectives de
5,37 uL/30 g de graines et 7,24 uL/30 g de graines. La composition des huiles essentielles du
ciste étant dominé par les monoterpenes : borneol (9,32 %) et le copraborneol (12,5 %), alors
que le terpinene-4ol, le camphéne, le a-terpinéne et le p-cyméne sont représentés en faibles
pourcentages [53].

Plusieurs chercheurs se sont investigués dans 1’étude de I’activité insecticide des
huiles essentielles sur I’espéce C.maculatus, citons quelques travaux :

Les huiles essentielles extraites par hydrodistillation des feuilles de deux plantes
aromatiques de I’Afrique occidentale Melaleuca quinquenervia (L), et Ocimum gratissimum
(L), ont été testées par fumigation a différentes concentrations sur la forme non voiliere de
C. maculatus. Ces huiles révelent une activité insecticide et entrainent, chez les femelles de C.
maculatus, une réduction tres significative de la ponte par rapport a celle dans le témoin.
L’huile essentielle de M. ginquenervia (L.), avec une DLsp = 3,09 pL/L, semble plus toxique
que celle de O. gratissimum (L) (DLsp=6,99 pL/L) [54]. L’efficacité des huiles essentielles de
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M. ginquenervia (L.) est induite par I’action des composés majeurs comme 1’eucalyptol (52%)
et le limonene (13%) [54].

Le travail etablit par Bouchikhi Tani et collaborateurs [55] sur les effets toxiques des
huiles essentielles de 1’Origanum glandulosum sur les adultes de trois bruches : Acanthoscelid
obtectus, Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus , a aboutit a 1’estimation des DLsg
des huiles essentielles et par la suite a I’évaluation de 1’activité insecticide qui a reflété une
grande toxicité envers A. obtectus (DLso= 1,44uL/30g de graines), une toxicité un peu
variable sur C.maculatus (DLsp= 7,72 pL/30g de graine), et une toxicité faible envers B.
rufimanus (DLsp= 2,06L/30g de graine). L’analyse de la composition chimique montre la
richesse des huiles essentielles en composés connus pour leurs propriétés insecticides comme
I’a-pinéne, limonéne, carvacrol et le thymol [55].

En conclusion, notre étude indique I’effet toxique des huiles essentielles extraites des
trois espéces de cistes envers C. maculatus, espéce reconnue nuisible des denrées stockées. La
meilleure contribution a été constatée pour les huiles essentielles de C.albidus qui ont dévoilé
une activité insecticide impressionnante plus grande que I’insectide chimique (Decis, 25 EC).
Ces travaux pourraient étre poursuivis dans le but d’investir ces huiles essentielles pour une

utilisation pratique dans la protection des denrées stockées.
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Ce travail a été mené dans le cadre de 1’étude de la composition chimique et des
activités biologiques des huiles essentielles de la partie aérienne de trois espéces de cistes
poussant en Algérie. Il s’agit de : C. ladaniferus L., C. albidus L. et C. monspeliensis L. Les
informations ethnobotaniques obtenues révélent que ces especes sont utilisées dans le
traitement de diverses pathologies. A notre connaissance, aucune ¢tude chimique n’a été
réalisée sur les huiles essentielles de ces espéces. D’autre part, trés peux de travaux ont été
publiés sur I’activité biologique des huiles essentielles dans le pays.

L’extraction des huiles essentielles a été menée par hydrodistillation avec un appareil de
type Clevenger. Le rendement obtenu pour C.ladaniferus est le plus élevé (0,08%) suivi de C.
albidus (0,02%) et C.monspeliensis (0,003%).

Les huiles essentielles ainsi obtenues sont soumises a des analyses chimiques. Le
couplage CPG-FID et CPG/SM révéle un profil chimique différent des huiles essentielles des
trois especes. Réellement, Les terpénoides (monoterpenes et sesquiterpénes) sont dominants
dans la composition des huiles essentielles de C.ladaniferus a savoir : 5,7-di-épi-a-eudesmol
(13,6%), bornéol (12,5%), camphene (12,2%), o&-cadinene (7,6%), viridiflorol (6,4%),
4-terpinéol (5,7%) et 1’a-pinéne (4,2%). Quand aux huiles essentielles de C.albidus, la
formule chimique des huiles essentielles est caractérisée par 1’abondance totale des
sesquiterpenes représentés par: épi-a-bisabolol (11,4%), p-bourbonéne (8,7%), ar-
curcumene(8,3%), a-zingibéréne (7,4%), y-muuroléne (5,6%), 14-hydroxy-a-uroléne (5,2%), -
caryophylene (4,5%), 1,10-di-épi-cubénol (4,4%), t-cadinol (4,0%), d-cadinéne (3,1%), ar-
turmérol (2,9%), 1-épi-cubénol (2,9%), Oxyde de caryophylléne (2,8%), t-muurolol(2,5%),
a-guaiene (2,4%) et a-eudésmol (2,2%). D’autre part, la composition des huiles essentielles de
C.monspeliensis est représentée principalement par les diterpenes oxygénés, les dérivés non
terpéniques et les apocarotenes: épi-13-Oxide de manoyl (28,6%), kaur-16-éne (8,1%),
nonanal (5,4%), cis-a-Ambrinol (3,3%) et (E)-a-lonone (3,0%).

Nous avons soumis les huiles essentielles des trois especes a des études biologiques a
savoir : I’activité antioxydante, 1’activité antimicrobienne, 1’activité antidiabétique et I’activité
insecticide, dans le but de leur valorisation pour une meilleure exploitation dans le domaine
pharmaceutique, en industrie alimentaire, en agronomie et en cosmétique.

L’étude de I’activité antioxydante des huiles essentielles par trois méthodes (DPPH, FRAP et
[-carotene) a révélé le potentiel antioxydant élevé des huiles essentielles de C. monspeliensis

dans les tests (DPPH et FRAP) par rapport aux huiles essentielles de C.ladaniferus et
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C.albidus. Effectivement, pour le test DPPH, la Clsy a été évaluée a 6,18mg/mL pour les
huiles de C.monspeliensis contre des Clsg respectives de 13,71 et 16,44 mg/mL pour les huiles
de C.albidus et C.ladaniferus. Cependant, dans le test S-carotene, les huiles essentielles de
C.monspeliensis ont manifesté un comportement distinct. Cette différence peut s’expliquer
par le fait que pour un méme échantillon, I’activité antioxydante dépend de la méthode
utilisée. Les Clsp pour C.ladaniferus, C.albidus et C.monspeliensis ont été évaluées (dans le
test p-caroténe) a des valeurs de 5,19 mg/ml ; 2,69 mg/mL et 28,61 mg/mL respectivement.
Pour le test FRAP, le pouvoir réducteur des huiles essentielles de C. monspeliensis et de
I’antioxydant de référence augmente avec la concentration. Notons que les antioxydants
standards utilisés dans les trois tests (Vit C et BHT) étaient les plus actifs.

L’activité antioxydante des huiles essentielles testées est en rapport avec la
composition chimique, probablement aux composés majoritaires ou par un éventuel effet
synergique de toutes les molécules. Généralement, les composés oxygénés présentent une
activité antioxydante plus remarquable que les terpénes hydrocarbonés

Ces résultats préalables peuvent faire I'objet d'études plus approfondies pour
I'exploitation des propriétés antioxydantes des huiles essentielles de ces trois plantes dans le
domaine de la préservation des aliments a I'échelle industrielle.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro a été évaluée par la méthode
de diffusion sur gélose. La CMI a été aussi évaluée pour les huiles essentielles. Les résultats
ont indiqué une activité antibactérienne intéressante exercée par les huiles essentielles de
C.monspeliensis vis-a-vis S. aureus ATCC 25923 avec un diamétre d’inhibition intéressant
qui s’est réveélé identique a la Gentamicine (25mm). De plus, le spectre d’action de I’huile est
plus large, il s’é¢tend a plusieurs pathogénes D’autre part, les huiles essentielles de
C. ladanifrus et de C. albidus montrent une activité moyenne vis-a-vis de S. aureus (quelque
soit la charge du disque) et de B. subtilis. En revanche, les huiles essentielles de C.albidus ont
montré une activité vis-a- vis C. albicans ATCC 10231 avec un diamétre d’inhibition de
13+0,28 mm. Aucune activité n’a été observée contre les levures pour les huiles essentielles
de C.ladaniferus et C. monspeliensis. Il semble que I’activit¢ des huiles essentielles de
C. monspeliensis par rapport aux autres huiles est due a sa composition chimique variée en
composés oxygénés appartenant a différentes classes chimiques. Les phénols, les alcools et
les aldéhydes présents dans les huiles essentielles sont connues d’avoir des activités

antimicrobiennes.
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Les résultats obtenus permettent de dire que les huiles essentielles des trois especes de
cistes possedent une activité antimicrobienne qui pourrait présenter une bonne alternative
pour la lutte contre les infections dues aux germes pathogénes.

Les résultats de I’activité antidiabétique in vitro indiquent que les huiles essentielles de
C.ladaniferus inhibent d’une fagon signicative 1’activit¢ de 1’a-amylase pancréatique, que
celles de C.albidus et C.monspeliensis. En effet, I’activité exprimée en Clsp est de
(3,31mg/mL) pour C.ladaniferus (3,83 mg/mL) pour C.albidus et (4,67 mg/mL) pour
C.monspeliensis. L’acarbose, molécule de référence, manifeste la plus grande activité avec
une Clso de 0,024 mg/mL. Néanmoins, d’autres études sont indispensables pour développer
une thérapie antidiabétique en utilisant des inhibiteurs a-amylase d’origine végétale, des
recherches in vivo seront nécessaires pour valider les résultats in vitro obtenus.

Les huiles essentielles extraites par hydrodistillation de la partie aérienne de
C.ladaniferus, C. albidus et C.monspeliensis ont été testées a différentes doses sur les insectes
adultes de C.maculatus. Les huiles essentielles de C.albidus sont les plus toxiques, les DLsg
et DLgo (SuL/ 10 g de graines) et (12 pL/10g de graines) respectivement. Cette toxicité s’est
présentée bien supérieure a celle de I’insecticide chimique, les DLsg et DLgg sont (9uL/ 10 g
de graines) et (33 uL/10g de graines) respectivement. Les huiles essentielles de C.ladaniferus
présentent une toxicité un peu variable (DLso= 13 puL/10g de graines et DLgo= 179 uL/10g de
graines), alors que les huiles essentielles de C.monspeliensis sont les moins toxiques
(DLso= 49 pL/10g de graines, 780uL/10g de graines). D’autre part, ’analyse de ’effet de la
durée de I’exposition des insectes aux huiles essentielles a montré que le pourcentage de
mortalité augmente d’un jour a un autre (24h et 48h).

L’analyse du profil chimique des huiles essentielles, divulgue la présence des
composés connus pour  leurs propriétés insecticides comme les monoterpénes et
sesquiterpenes.

Cette étude reste préliminaire, il serait beaucoup plus intéressant de compléter ce travail pour
mettre en place un moyen de lutte biologique a base des huiles essentielles des cistes, qui se
sont révélées efficaces.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les huiles essentielles de la
partie aérienne de C.ladaniferus, C.albidus, C. monspeliensis présentent des activités biologiques
intéressantes.A 1’avenir, il serait intéressant de poursuivre, d’élargir d’approfondir 1’étude de
Iefficacité des huiles essentielles des trois especes de cistes afin d’explorer les huiles essentielles

par des études in vivo pour leur utilisation dans la conservation et/ou la prolongation de la durée
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de conservation des aliments et pour les exploiter dans le domaine pharmaceutique en tant
qu’agents antimicrobiens et antidiabétiques.
Nous espérons :
v Tester d’autres activités biologiques telles que I’activité anti-inflammatoire, 1’activité
a- glucosidase, etc.
v’ Poursuivre notre investigation sur d’autres espéces de cistes.
v Etendre I’étude de D’activité insecticide vers d’autres légumineuses st sur d’autres

especes d’insectes ravageurs.
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Résumé

Le laboratoire des substances naturelles et bioactives (LASNABIO) de I’université de
Tlemcen s’intéresse depuis une décennie a I’extraction et & la caractérisation des molécules
bioactives notamment les huiles essentielles connues pour leurs vertus thérapeutiques et leurs
utilisations dans plusieurs secteurs d’activités.

Ce travail est une contribution a la valorisation de quelques plantes médicinales et
aromatiques du Nord-Ouest de 1’Algérie. Il s’agit de Cistus ladaniferus, Cistus albidus et
Cistus monspeliensis.

L’investigation de ces especes a été menée par une étude scientifique rationnelle visant
I’analyse chimique des huiles essentielles de la partie aérienne des trois cistes et par la suite
valoriser 1’extrait aromatique par une étude biologique Les résultats obtenues sont
prometteurs pour 1’utilisation de ces espéces comme agents antimicrobiens, antioxydants,
antidiabétique et comme biopesticides.

Mots clés : Huiles essentielles, CPG et CPG/SM, activité antioxydante,activité antimicrobienne,
activité inhibitrice in vitro de I’a- amylase, activité insecticide.

Abstract

The laboratory of natural and bioactive substances (LASNABIO) of the University of
Tlemcen has been interested for a decade in the extraction and characterization of bioactive
molecules including essential oils known for their therapeutic virtues and their uses in several
sectors.

This work is a contribution to the valorization of some medicinal plants of North-West of
Algeria. These are: Cistus ladaniferus, Cistus albidus and Cistus monspeliensis.

The investigation of these species was conducted by a rational scientific study aimed the
chemical analysis of the essential oils of the aerial part of the three species and subsequently
valorize the aromatic extract by a biological study .The results obtained are promising for the
use of these species as antimicrobial agents, antioxidants, antidiabetics and as biopesticides.
Key words: Essential oils, GC and GC / MS, antioxidant activity, antimicrobial activity, in
vitro a-amylase inhibitory activity, insecticidal activity
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