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INTRODUCTION GENERALE:

Depuis les temps anciens, les huiles essentielles sont reconnues pour leur valeur
médicinale et sont des produits naturels importants et puissants. Ils continuent d’étre d’une
importance primordiale jusqu’a nos jours. Les huiles essentielles constituent un groupe
important de produits agro-industriels et trouvent des applications dans divers types
d’industries, tels que les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques et les
cosmétiques [1]. Les antioxydants sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres,

les neutralisants en empéchant ou réduisant ainsi leurs effets nocifs sur la santé humaine [2].

L'oxydation des lipides est également responsable de la détérioration des graisses et
des huiles, entrainant un changement de saveur, de couleur, et de valeur nutritive, tandis que
le stress oxydatif est impliqué dans la pathogénie de plusieurs maladies 3. Afin d'éviter
I'oxydation, I'ajout d'antioxydants naturels ou synthétiques aux matiéres grasses, aux
aliments gras et aux cosmétiques est une pratique courante. En raison de sa cancérogénicité,
les antioxydants synthétiques utilisés dans les produits a usage humain sont restreints, ce

qui accroit considérablement I'importance pour les antioxydants d'origine naturelle [4].

Les plantes aromatiques et médicinales, telles que le myrte, sont une source
d’antioxydants naturels en raison de 1’activité des métabolites secondaires, tels que les

huiles essentielles et les phénylpropanoides [5).

Les huiles essentielles ne sont pas seulement utilisées en monothérapie, mais aussi en
combinaison depuis de nombreuses années [6]. Ils sont utilisés pour agir en synergie afin d’améliorer
ces effets. L’effet synergique possible produit par la combinaison des huiles essentielles de plantes
a été qualifié de stratégie treés efficace pour inhiber ou réduire le processus naturel d’oxydation des

aliments [7].

Les huiles essentielles de Ammoides verticillata, Curcuma longa et Allium sativum possedent
d'importantes propriétés biologiques telles que des activités antibactériennes et antioxydantes [s, 9, 10,
1. A notre connaissance, aucune étude n'a été réalisée pour évaluer les propriétés antioxydantes des

mélanges des huiles essentielles des trois plantes. Le but de la présente étude été de déterminer :

Q) La composition chimique des huiles essentielles de chaque plante par CPG et CPG-SM,

(i) Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles par les tests de DPPH et FRAP,

(iii)  L’activité antifongique des huiles essentielles sur trois champignons responsables de la
pourriture des fruits.

(iv)  Les possibles effets synergiques des combinaisons doubles et triples des huiles

essentielles.



Chapitre I :
Partie bibliographique



I.1. Définition des huiles essentielles :

Une huile essentielle ou parfois essence végétale est un corps gras volatil et odorant obtenu
par la distillation de plantes aromatiques. L'huile essentielle est présente dans les feuilles, les fleurs,
I'écorce et les racines de certains végétaux. Parmi les huit cent mille especes du monde végétal,

seulement dix pour cent sont capables de synthétiser une essence [12].

I.2. La composition chimique des huiles essentielles :

Les molecules terpénoide dans les HEs ont deux ou trois unités isopréne. La dénomination
«terpéne» vient de «térébenthine», un solvant liquide dérivé de la résine de 1’espece *Pinaceae*.
Lorsque la structure des molécules des terpénoides a été découverte, les HEs les chercheurs ont
pensé que la molécule la plus simple était une molécule contenant dix atomes de carbone (Cyo) et
ont alors lancé le systeme de dénomination, appelant ces molécules des monoterpenes (du latin
mono, "one"). La découverte récente d’unités isopréne (une molécule d’isopréne ayant cing atomes
de carbone) n’a pas modifié 1’utilisation du systéme de dénomination antérieur, le terme
"monoterpéne” signifie toujours deux unités isoprenes reliées. Les molécules terpénoide a trois
unités d’isopréne sont appelées sesquiterpénes (du latin sesqui, «un et demi»). Il y a parfois des
traces de diterpénes dans les huiles essentielles a quatre unités d'isopréne, mais les triterpénes (Six
unités d'isopréne) sont des cires et ne se retrouvent pas dans les huiles essentielles distillées a la

vapeur, car elles ne sont pas assez volatiles [13).

1.2.1. Les monoterpenes :

Les monoterpenes contiennent deux unités d'isopréne (Cyp), la figure 1 montre un exemple de
myrcéne, un monoterpene commun dans les huiles essentielles. La molécule de myrcéne suit la
régle de I’isopréne qui stipule que les unités isoprénes sont généralement jointes «téte & queue»

pour constituer les squelettes carbonés des molécules de terpénoide [13).

.

Figure 1. Le monoterpene alpha-myrcene.
Les pointillés représentent les liaisons formées entre deux unités isoprene.

Le nombre de doubles liaisons (C = C) dans les terpenes varie par rapport au nombre exact
dans chaque molécule d'isopréne, car des réarrangements se produisent lors de la formation des

liaisons entre les unités isoprene



1.2.2. Les sesquiterpenes :

Les sesquiterpenes contiennent trois unités d'isopréne(Cis), La figure 2 montre le
sesquiterpéne (E)-béta-farnéséne, un sesquiterpéne a chaine ouverte. L’une des caractéristiques des
sesquiterpénes est qu’ils subissent facilement des réactions créant des structures moléculaires a
anneaux fermés, les formes moléculaires formées par les anneaux fermés peuvent étre classées en

sous-groupes de sesquiterpenes [13.

Figure 2. Le sesquiterpéne : (E) -béta-farnéséne.

Les pointillés représentent les liaisons formées entre trois unités isoprene.

1.2.3. Phénols et phényles propanoides :

Les phénols et les propylates de phényle sont fabriqués par la voie de I'acide shikimique, dans
des plantes qui fabriquent aussi des composés tels que les tanins présents dans le thé, ils ont un
cycle benzénique ou aromatique distinct. Les phénols ont un groupe hydroxyle (-OH) lié au cycle et
généralement une queue isopropyle. Les propanoides phényliques ont généralement un groupe
fonctionnel méthyl éther attaché au cycle, et une queue propényle (chaine a 3 atomes de carbone
avec un C = C lié au cycle par une extrémité) [is].

1.2.4. Molécules aliphatiques non terpénoides :

Le mot « aliphatique » décrit des molécules constituées de chaines carbonées en ligne droite
et n’ayant pas de cycle fermé ou aromatique. Des exemples de molécules aliphatiques sont les
aldéhydes Cg Cqet Cyp a odeur acre que I'on trouve en petites quantités dans les huiles d'agrumes et
les composés Cgs a odeur de feuilles vertes que I'on trouve dans certaines huiles florales telles que
Jasmine et Rose. Les molécules aliphatiques ne se trouvent généralement qu’en quantités infimes
dans les huiles essentielles, mais s’ils ont des groupes fonctionnels oxygénés, leurs odeurs sont

néanmoins perceptibles [13].

1.3. Activité antioxydantes des huiles essentielles :
Les antioxydants ont été largement utilisés pour la conservation des aliments, des
antioxydants synthétiques tels que I'hydroxy anisole butylé (BHA), I'hydroxy toluéne butylé (BHT),

ont été couramment utilisés comme antioxydants dans divers produits.



Les préoccupations des consommateurs au sujet des effets néfastes potentiels des
antioxydants synthétiques sur la santé [i4,15 ont incité 1’industrie a rechercher des solutions
naturelles a ’oxydation et a prolonger la durée de conservation des produits alimentaires.

Les épices et les herbes sont utilisés traditionnellement depuis 1’antiquité par de nombreuses
cultures, non seulement comme agents aromatisants, mais également comme agents de conservation
des aliments. Ils sont reconnus comme étant sdrs en raison de leur utilisation traditionnelle sans
impact négatif documenté et ils sont également peu colteux, montrent une meilleure tolérance du
patient et sont facilement disponibles pour une population a faible niveau socio-économique [i6,17].
Les huiles essentielles, en tant que sources naturelles de composants phénoliques, incitent les
chercheurs a évaluer leur activité en tant qu'antioxydants ou agents anti-radicaux libres.

Par exemple, I'huile essentielle de Thymus mastichina, Thymus camphoratuset Thymus
caespititiua montré une activité antioxydante qui, dans certains cas, était égale a celle de l'a-

tocophérol [1s, 19].

I.4. Activité antifongique des huiles essentielles :

Les HEs peuvent représenter I'un des produits naturels les plus prometteurs pour I'inhibition
fongique, les fongicides chimiques sont largement adoptés dans les pratiques agricoles pour
protéger les cultures contre les maladies. Cependant, leur utilisation a récemment suscité de plus en
plus d'attention, car les fongicides chimiques sont hautement toxiques. Ils peuvent provoquer une
contamination de I'environnement et/ou la présence des résidus de fongicides dans les produits
alimentaires, induisent un agent pathogéne resistance [20.

Les HEs sont utilisées comme agents de protection dans le domaine phytosanitaire et agro-
alimentaire contre les champignons phytopathogéenes et les microorganismes envahissant la denrée
alimentaire [21).

L’activit¢ antimicrobienne ou antifongique de I’huile essentielle pourrait €tre due aux
propriétés des terpénes/terpenoides, qui, en raison de leur nature fortement lipophile et de leur faible
poids moléculaire, sont capables de perturber la membrane cellulaire, provoquant la mort des

cellules ou inhibant la sporulation et la germination des cellules [22].

I.5. Effets synergiques, additifs et antagonistes des mélanges alimentaires sur les capacités
antioxydantes et antifongiques totaux:

Les extraits de plantes en tant que huiles essentielles et leurs composants ont fait lI'objet de
nombreuses recherches en tant que source potentielle de molécules bioactives. De nombreux
chercheurs se sont intéressés a leur activité antioxydante pour une utilisation éventuelle comme

alternative aux additifs synthétiques moins souhaitables pour la protection des produits cosmétiques
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et alimentaires contre I'oxydation. De nombreux aliments a base de plantes sont de bonnes sources
d'antioxydants phytochimiques uniques, susceptibles d'exercer des effets bénéfiques pour la santé
1231. Une combinaison de différents aliments a base de plantes peut présenter des effets additifs,
synergiques ou antagonistes. Un effet additif fait référence & une combinaison d'aliments qui
fournit la somme des effets des composants individuels, un effet synergique se produit lorsque
I'effet est supérieur a la somme de composants individuels et un antagonisme se produit lorsque la
somme des effets est inférieure a la somme des composants individuels [24].

De nombreuses propriétés naturelles des huiles essentielles en font des agents conservateurs
trés prometteurs pour 1’industrie alimentaire. Il est bien établi que les composés phénoliques et les
métabolites secondaires a doubles liaisons conjuguées présentent des propriétés antioxydantes
importantes 25). La plupart des huiles essentielles sont dominées par des monoterpénes oxygénes
tels que les alcools (Achilleafili pendulina), les aldéhydes (Galagania fragrantissima), les cétones
(Anethum graveolens). Artemisia scoparia et Artemisia absinthium contiennent principalement des
hydrocarbures monoterpenes, alors que les terpénoides phénoliques, tels que le thymol ou le
carvacrol, caractérisent Origanum tyttanthum et Mentha longifolia, ce qui expliquerait pourquoi les
deux plantes manifestaient généralement Il'activité antioxydante la plus forte. Le thymol et le
carvacrol, qui sont prédominants dans Origanum tyttanthum, sont également responsables de
I'activité antioxydante de plusieurs autres huiles essentielles, telles que Mentha longifolia [2s).

Le travail sur des agents de protection naturels en tant qu’alternative aux fongicides
chimiques est en cours de développement alors que trés peu d’études sur les activités antifongiques
des mélanges des huiles essentielles ont été etudiées [27). L'huile essentielle de thym et le surnageant
dépourvu de cellules de Lactobacillus plantarum (LCFS) ont montré une activité antifongique
remarquable contre Penicillium spp [28], ainsi que la combinaison de 1’estragole avec 1’huile
essentielle de A. rugosa exercaient une activité inhibitrice synergique sur la croissance de
Penicillium presque identique a la référence, le kétoconazole [29].

Les combinaisons les plus efficaces, y compris thym/romarin et thym/cannelle ont montré un
effet synergique contre B. cinerea, alors que les combinaisons de thym/marjolaine et
cannelle/marjolaine ont montré des effets additifs. La combinaison de cannelle avec le thym et le
romarin, a eu des effets synergiques contre P. expansum.La triple combinaison de cannelle, de
romarin et de thym amontré un effet synergique sur B. cinereaet P. expansum, alors que la
combinaison de cannelle, la marjolaine et le thym ont montré un effet additif et synergique contre P.

expansum et B. cinerea respectivement [27].



1.6. Analyse des huiles essentielles :
1.6.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode analytique efficace, qui fournit
d'excellentes séparations de mélanges quelque peu complexes dans un laps de temps raisonnable.
Son principal inconvénient est qu'elle ne convient pas a tous les mélanges, car I'analyse dépend
toujours de la stabilité thermique et de la volatilit¢ des molécules étudiées. Cela dit, CG est
définitivement I'outil de choix pour I'étude et le contrdle de la qualité des huiles essentielles et des
extraits des hydrolats.

Le principe de séparation CPG est basé sur la température, la plus grande partie du volume de
I'appareil est en fait un four de haute précision, dans lequel la colonne capillaire est placée.
Lorsqu'un échantillon est injecté, il est vaporisé par un dispositif de chauffage et entrainé par le gaz
au début du capillaire, qui est typiqguement maintenu a une température initiale relativement basse
(40 °C par exemple). Les molécules ayant un point d'ébullition élevé interagissent alors fortement
avec la phase stationnaire et progressent a basse vitesse dans le tube capillaire, tandis que celles qui
sont plus volatiles restent en phase gazeuse et sont transportées rapidement par le gaz porteur vers la
sortie de la colonne (3.

Dans le cas des HEs, une augmentation progressive de la tempeérature du four, les molécules
moins volatiles perdent progressivement leur affinité avec la phase stationnaire pour s'éluer hors de
la colonne. Ainsi, I'ordre d'élution typique obtenu est le suivant : monoterpénes, monoterpénes
0Xygénés, apres les sesquiterpénes, sesquiterpénes oxygeénés, et les diterpenes. Cela correspond a la
tendance des points d'ébullition pour ces classes de molécules [z0].

D’autre part, la CPG permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir
d’échantillons de 1’ordre du milligramme voire du microgramme, C’est une technique d’analyse
quantitative qui fournit, le pourcentage relatif de chaque signal par rapport a I’ensemble des signaux
du mélange analysé et qualitative sur la base des temps de rétention.

Pour une colonne donnée, chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir
d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, en programmation de
température (indices de rétention) ou a température constante (indice de Kovats). Ces derniers
demeurent constants dans la mesure ou la programmation de température reste identique, ils sont
calculés sur colonne polaire (IRp) et apolaire (IRa) et sont comparés a ceux d’échantillons
authentiques contenus dans une bibliotheque de référence propre au laboratoire, ou encore reportées

dans la littérature [31.



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

Depuis les années 1950, cette méthode de couplage CPG-SM n’a cessé d’évoluer et a trouvé
de nombreuses applications dans les domaines de I’agroalimentaire, des produits pétroliers,
médecine, cosmétique, et parfumerie. Cependant, pour analyser les différents constituants des huiles
essentielles ou des hydrolats de maniere efficace et précise, il est toujours nécessaire de choisir
soigneusement les conditions d'injection, les colonnes et les conditions de température de la
colonne, etc.

Voici quelques indications qui devraient étre connues lorsque les constituants en traces
doivent étre identifiés et quantifiés par CPG-SM capillaire [32].

Tres souvent, I'empreinte digitale sera assez spécifique pour une molécule. Au fil du temps,
de grandes bases de données de composés de référence ont été assemblées, comme la base de
données de I'Institut national des normes de la technologie (NIST) et le registre Wiley, ainsi que
certaines bibliothéques spécialisées (travail de Robert P. Adams) (3] sur les huiles essentielles ou la
bibliotheque de Joulain et Kénig, une référence dans le méme domaine [z4].

De nombreux laboratoires construisent également leurs propres bases de données au fil du
temps (Banque Aréme du laboratoire CPN de Corse), soit a partir de normes ou par comparaison
avec la littérature scientifique, qui contient de nombreuses références spectrales.CPG-SM est tres
efficace pour effectuer des controles d'identité, mais il y a quelques exceptions a cela, Tout d'abord,
une recherche du spectre de masse produit une liste de hits, dont certains sont incorrects. Par
exemple, le linalol correspond souvent au linalyl acétate et l'acétate de citronellyleau 2,6-diméthyl-
2,6-octadiene, parmi les identifications possibles, et il existe des cas plus délicats, pour des
composeés plus rares. Dans certains cas, différents composés donneront des spectres de masse assez
similaires. C'est le cas de plusieurs isomeres (cis/trans) cycliques et de quelques sesquiterpénes [ss].
Dans ces cas, l'utilisation seule du spectre de masse n'est pas suffisante, et il faut inclure la
technique de l'indice de rétention, cela peut étre facilement implémenté en CPG-SM, et résout ce

probleme.



1.7.Plantes étudiées :
1.7.1. Ammoides verticillata :
1.7.1.1. Présentation de la plante :

A. verticillata est une plante odorante qui pousse dans le nord d'Afrique ainsi qu'en Asie. On
la trouve généralement dans les pelouses les montagnes et dans les foréts [se). Il s'agit d'une plante
médicinale et aromatique appartenant a la famille des Apiaceae. Espece annuelle gréle, a tiges tres

ramifiées de 10 a 40cm de haut, elle connait un cycle dynamique tardif allant de mai a juillet [37).
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Figure 03. A. verticilla (Cliché par Daira, Juin 2015)

1.7.1.2. Nom scientifique :
La désignation scientifique est Ammoides verticillata, en Algérie, elle est appelée Nounkha

ou Ndnkha tirée du nom Perse «Nankhahx» qui est utilisée comme aromate dans le pain [3s.

1.7.1.3. Compositions chimiques :

Les plantes possédent des métabolites dits ‘secondaires’ par opposition aux métabolites
‘primaires’ que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction des
especes, il est cependant clair qu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les
organismes vivants qui I'entourent [39].

Les résultats de screening phytochimique confirment la richesse de cette plante en composés
terpeniques (saponosides, steroides, stérols, triterpenes et huiles essentielles), en composés azotés
(alcaloides), ainsi qu’en antioxydants (carotenoides) et en composés phénoliques (polyphénols,

flavonoides, flavonoides libres (flavones), coumarines, anthocyanes et quinones libres) [40].

1.7.1.4. Utilisation thérapeutique :

L’enquéte réalisée aupres des herboristes a montrer que sur cette espéce aide a guérir de
nombreuses maladies. Elle est utilisée en décoction ou en infusion pour la fiévre typhoide,
Antipyrétique, Antispasmodique, dépuratif, affections rénales, aussi, avec le citron pour la migraine

et la céphalée. Le mélange de la plante broyé avec du miel traite 1’Asthme et les douleurs



gastriques. L’inhalation de la vapeur dégagée lors de I’ébullition de la plante avec de I’eau traite la
fievre, rhumes-grippe, et les maladies broncho-pulmonaires.

Des études antérieures ont montré une forte activité antioxydante de 1’huile essentielle de
cette plante qui est due a leur contenance en composés phénolique comme le thymol et le carvacrol.
Pour cela il sert a traiter : Les infections bactériennes, virales, cutanée, les infections ORL (oto-

rhino-laryngologie) et le rhumatisme [41].

1.7.2. Curcuma longa, Linn :
1.7.2.1. Présentation de la plante :

Le curcuma est une plante a fleurs de la famille du gingembre (Zingiberaceae) dont les
racines sont utilisées en cuisine [42). La plante est une herbacée, vivace et rhizomateuse et vivace,
elle est originaire du sous-continent indien et de I'Asie du Sud-Est. Elle a besoin d'une température
comprise entre 20 et 30 °C et d'une pluviométrie annuelle considérable pour se développer, les
plantes sont cueillies chaque année pour leurs rhizomes, certaines pour la multiplication la saison

suivante et d'autres pour la consommation [43)].

Figure 04. Curcuma poudres et rhizome.

(https://pixabay.com/fr/curcuma-%C3%A9pices-curry-assaisonnement-3251560/)

Les rhizomes sont cuits a l'eau pendant environ 45 minutes, puis séchés dans des fours
chauds. Ils sont ensuite broyés en une poudre jaune-orange foncée couramment utilisee comme
colorant et aromatisant, ainsi que pour la teinture [44]. La poudre de curcuma a une saveur chaude et
ameére, semblable a celle du poivre noir, et un arbme terreux[ss 6], bien qu’utilisé depuis des annees
dans la médecine ayurvédique, ou il est également connu sous le nom de haridra [47], il n’existe
aucune preuve clinique concernant I’utilisation du curcuma ou de son constituant, la curcumine, en

tant que traitement [s,49.

1.7.2.2. Nom scientifique :
Curcuma longa, Linn en anglais Turmeric, en arabe kourkoum et appelé parfois en France

safran des indes [s0].


https://pixabay.com/fr/curcuma-%C3%A9pices-curry-assaisonnement-3251560/

1.7.2.3. Compositions chimiques :

La poudre de curcuma contient environ 60-70% de glucides, 6-13% d’eau, 3-7% de minéraux
alimentaires, 6-8% de protéines, 5-10% de matieres grasses, 2-7% de fibres alimentaires, 3-7%
d’huiles essentielles et 1 a 6% de curcuminoides [48]. Les composants phytochimiques du curcuma
comprennent les diarylheptanoides, une classe comprenant de nombreux curcuminoides, tels que la
curcumine, la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine [4g). La curcumine constitue
jusqu'a 3,14% des échantillons commerciaux de poudre de curcuma testés (la moyenne était de
1,51%) [51].

1.7.2.4. Utilisation thérapeutique :

Le curcuma dont la composante majoritaire est la curcumine, connu depuis longtemps en
médecine traditionnelle en Inde, en Chine et en Iran, a été utilisée contre plusieurs maladies telles
que le diabéte, les maladies du foie, les maladies rhumatoides, l'athérosclérose, les maladies
infectieuses et le cancer [52,53].

L'ar-Turmerone, est le composé majoritaire de I'huile essentielle de curcuma, il présente une
activité anti oxydante et aussi une forte activité d'agrégation antiplaquettaire in vitro, antimutageéne,
anti-inflammatoire puissant et neuroprotecteur, il posséde aussi des activités insectifuges,
antihépatotoxique, antiarthritique et il possede également une forte activité antibactérienne et

antifongique [54]

1.7.3. Allium sativum :
1.7.3.1. Présentation de la plante :

L’ail est une plante médicinale appartenant a la famille des Amaryllidaceae [s5), la hauteur de
la tige de la fleur est en moyenne 40 cm, sa floraison est en mois du juin a aodt, se caractérise par
une odeur particuliére forte provient de 1’allicineun composé organo-sulfuré. 1l est utilisé par les

médecins de 1’Inde ancienne [56].

Figure 05. L’ail (A. sativum)

(https://pixabay.com/fr/l-ail-cuisine-alimentation-3650958/)

1.7.3.2.Le nom scientifique :

Ail, en anglais garlic, et A. sativum comme désignation botanique [ss].
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1.7.3.3.Les compositions chimiques :

A. sativum est caractérisé¢ par la présence de 1’allicine (sulfoxyde) liquide incolore, des
composés soufrés, d’eau, des glucides, des minéraux tel que le potassium, soufre, calcium,
phosphore, chlore, magnésium, sodium, fer, zinc, sélénium, manganese, des vitamines et contient

aussi des oligo-éléments [s6].

1.7.3.4. Utilisation thérapeutique :

Suite a une enquéte thérapeutique réalisée dans la région de Tlemcen, on a constater que l'ail
protége contre de nombreuses maladies tel que la maladie redoutée, la pire des maladies, le cancer,
I’ail minimise les risques du cancer du c6lon et du cancer de I’estomac ainsi il réduit les taux du
cholestérol et des triglycérides [s7].

L’ajoéne (extrait de ’ail) remplace un médicament fongique (le terbinafne) pour traiter le
tineapedis une infection qui se trouve dans les lieux humide et chaud [ss;. Concernant les propriétés
de I’huile essentielle de 1’ail elle se caractérise par la présence des composés soufrés comme le
disulfure de diallyle, le trisulfure de diallyle qui lui attribue une activité antioxydante puissante.
L'ail permetde réguler le taux de cholestérol en luttant contre le risque des maladies
cardiovasculaires et serait efficace contre les vers intestinaux du fait de sa composition soufrés

contribuent a I’activité antimicrobienne et anti-infectieuse [59].

11



Chapitre II
Matériels et méthodes



11.1. Matériel végétal
11.1.1. Choix des plantes :
Les plantes étudiées ont été choisies essentiellement sur la base de leur intérét thérapeutique et

grace aux activités antioxydantes de ces essences végeétales.

11.1.2. Collecte du matériel végétal :
A. verticillata et A. sativum ont été collectées au mois de Mai-Juin de I’année 2018. C. longa
a été acheté auprés d’un herboriste. Les parties des plantes étudiées et les sites de récolte sont

représentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Parametres géographiques des sites des especes récoltées.

Plantes Sites de Période de Parties
Collecte récolte Etudiées
A. verticillata Beni-saf Mai- Juin Parties
(Ain temouchent) (2018) Aériennes
A. sativum Beni-Snous Mai-Juin Bulbes
(Tlemcen) (2018)
C. longa Commerce Février Rhizomes
(Tlemcen) (2019)

I1.1.3. Procédés d’extraction des huiles essentielles :
Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation dans un appareil de type

Clevenger pendant 5h.

Figure 06. Montage d’hydrodistillation type clevenger (photo originale)

11.1.4. Conservation des huiles essentielles :
Les échantillons ont été conservés au réfrigérateur (4°C) dans des piluliers bruns bien fermés.

Pour éviter tout risque de dégradation de I’huile essentielle.
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11.1.5. Détermination du rendement en huiles essentielles:
Le rendement des huiles essentielles (R™) est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’huile essentielle obtenue et la masse végétale seche traitée [60).

P{+100 R™: rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage (% p/p).
Py Pi1: poids en (g) d’HE.
Po: poids en (g) de la matiére végétale seche traitée.

R mt:

11.2. Analyse des huiles essentielles :
11.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur
split/splitless, de deux colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i.,
épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 pm) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol, 60 m x 0,22
mm d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et de deux détecteurs a ionisation de
flamme. Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogene, la pression en téte de colonne est de 25 psi avec
un débit de 1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de 280°C. La programmation
de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C a 2°C/mn puis en un palier de 35 mn a
230°C. L’injection se fait en mode split 1/50. Le volume injecté des échantillons (huiles essentielles
et fractions) est de 0,2 pl. Pour chacun des composés, les indices de rétention polaire et apolaire
sont calculés par extrapolation linéaire a partir des temps de rétention d‘une gamme d’étalon

d’alcanes.

11.2.2. Conditions CPG-SM

Les analyses ont été réalisées a 1‘aide d‘un chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL
(Walton, MA, Etats Unis), doté¢ d‘un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm
d.i. ; epaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1),
couplées a un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo Mass. Les molécules sont bombardées par un
faisceau électronique de 70eV. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de
1/80. La quantité injectée est de 0,2 pL.

Les spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse
35-350 Da. La température de la source est de 150°C. Les conditions chromatographiques
(programmation de température, gaz vecteur, etc.) sont identiques a celles décrites précédemment
(Cf. IV.5.1).
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11.2.3. Identification des composés :
L‘identification de chaque composé des mélanges a été réalisée par comparaison :
(i) des indices de rétention calculés respectivement sur colonne polaire et apolaire avec ceux des
composés standards (bibliotheque laboratoire) ou ceux rapportés dans la littérature ;
(ii) des spectres de masse (impact électronique) avec ceux des composés standards (bibliotheque

laboratoire) ou ceux présents dans les banques informatisées.

I1.3. Evaluation de I’activité antioxydante :

La capacité antioxydante des HEs extraites (A. verticillata, C. longa, Linn et A. sativum) peut
étre influencée par un grand nombre de facteurs et ne peut pas étre complétement évaluée par une
seule méthode il est nécessaire de réaliser plus d’un type de capacité antioxydante. Dans ce travail
on a choisi deux techniques chimiques que sont : le piégeage du radicale libre DPPH" [s1] et la
méthode de réduction du fer (FRAP) [62].

11.3.1. Piégeage du radicale libre DPPH’ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) :
L’un des premiers radicaux libres exploité pour évaluer I’activité antioxydante le radical
libre (DPPH") [61].

Principe :

Le radical DPPH" possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (figure 07).
A cause de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, mais reste
dans sa forme monomere relativement stable a température ambiante. La mesure de 1’efficacité d’un
antioxydant se fait par 1’observation de I’intensité de la coloration violette du DPPH’ en solution
alcoolique qui vire vers le jaune pale aprés sa réduction par une substance donneuse de protons se

traduit par une diminution de I’absorbance a 517 nm.

@\ _—N NO, *+RH > O\N/ NO, + R.
i (Antioxydant))

Figure 07. Réaction entre le radical libre DPPH’et I’antioxydant.

Z>—T

Procédure :
0,003g de DPPH’ont été dissout dans 100 mL d’éthanol 96% (v/v), puis recouvert de papier
aluminium et conservé dans le frigo pendant 30 min. Pour chaque huiles de A. verticillata, C. longa

et A. sativum on a utiliser des concentrations comprises entre 0,015 et 7,5mg/mL préparer a partir
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d’une solution mére (15mg/mL), les différentes solutions ont été ajustées a un volume de 1mL par
de I’éthanol en ajoutant ImL de la solution éthanolique de DPPH".
Le tout est incubé durant 30min a I’obscurité et a température ambiante, le controle négatif
été constitué uniquement de 1mL d’éthanol et ImL de DPPH’. Les absorbances ont été mesurées a
une longueur d’onde de 517nm par un spectrophotomeétre ultraviolet contre le blanc (1’éthanol).
L’¢évaluation de I’activité antioxydante permet de déterminer la concentration qui correspond

a 50% d’inhibition (Clsp) qui exprime 1’efficacité des huiles [62].

Figure 08. Réduction du radical DPPH" du violet au jaune.

Procédure des mélanges croises :

Pour 1I’étude des mélanges croisés des trois huiles, nous avons utilisé la méthode du Piégeage du
radicale libre DPPH’. Les concentrations utilisées été de 15mg/mL pour les associations double et triple
des huiles essentielles. Des ratios de 1:1 ont été préparés pour la préparation des concentrations de
chaque mélange.

Le pourcentage d’inhibition de I’activité antioxydante a été calculé suivant la formule :

% = [(Ao— A1)/Ac] x 100

Avec :

%: pourcentage d’inhibition.
Ao : absorbance du contréle négatif.

A1 : absorbance de I’échantillon aprés 30 min.

11.3.2.Pouvoir réducteur du fer (FRAP) :
Principe :

Dans le test FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power), la capacité antioxydante a été
mesurée sur la base de la capacité a réduire les ions ferriques (Fe **) en ions ferreux (Fe 2*)
entrainant le complexe FesFe(CN)g]s coloré en bleu qui absorbe a 700nm. L’augmentation de
I’absorbance a cette longueur d’onde indique 1’augmentation de 1’effet réducteur et par conséquent

I’augmentation de I’activité antioxydante [63].
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Figure 09. Réaction FRAP entre Fe *-TPTZ et l'antioxydant.
Procédure :

Le pouvoir réducteur a été déterminé via la méthode décrite par Oyaizu [s41. Pour les trois
huiles on a utiliser des concentrations initiales comprises entre 0,075 et 15mg/mL. 1 mL de
différentes concentrations des huiles essentielles a été mélange avec 2,5ml d'une solution tampon
phosphate 0,2 M a pH 6,6 et 2,5mL d'une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s (1%).
L’ensemble du mélange obtenu a été incubé au bain-marie & 50°C pendant 20 min, ensuite 2.5 mL
d’acide trichloracétique (TCA) a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction, le tout a été
centrifugés a 3000 rpm (10min). 2.5mL de surnageant a été mélangé avec 2,5mL d'éthanol et 0,5mL

d'une solution de Chlorure ferrique (FeClsz) a 0,1%.

Figure 10. Méthode FRAP

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel a été faite avec une longueur d’onde de 700
nm contre un blanc, en remplagant I'extrait par de [I'éthanol afin de calibrer 1’appareil
(spectrophotometre UV-VIS).

L’acide ascorbique a été utilisé autant que contrdle positif dont I'absorbance a été mesuré

dans les mémes conditions que les échantillons afin de faire une étude comparative [65).

I1.4. Souches fongiques pathogénes :

Les isolats fongiques Aspergillus flavi, Fusarium solani et Penicillium expansum,
responsables de la pourriture de nombreux fruits et Iégumes, ont été isolés directement des fruits
dans les vergers et maintenus dans de la gélose au dextrose (PDA, Sigma — Aldrich, USA) dans une
chambre de croissance a 23 °C pendant 14 jours dans I'obscurité. Chaque isolat a été purifie par une
technique d'isolement de spores unique et identifié sur la base de caractéristiques culturelles et

morphologiques [66,671.11.5. Activité antifongique in-vitro:
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La méthode utilisée était une modification de Tian et al [ss] qui €était basé sur une méthode
publiée par Singh et al [s9). Des aliquotes d'huiles essentielles dissoutes séparément dans 0,5 ml de
DMSO a 10% (v/v) ont été pipetées de maniére aseptique dans des boites de Pétri en verre de 9 cm
contenant 9,5 ml de PDA en fusion & une température comprise entre 45 et 50 °C, afin d'obtenir 04
concentrations requises en huiles essentielles. (75, 150, 300 et 600uL/mL). Aprés homogénéisation
a l'aide d'un vortex, le contenu des tubes a été versé dans des boites de Pétri. Les boites ont été
laissées sécher pendant 15 a 20 minutes. Une boite de Pétri contenant 10 ml de milieu PDA sans

extrait a été utilisée comme contréle négatif.

Figures 11. Capacité antifongique des trois huiles étudiées.

Un disque mycélien de 9 mm de diamétre, découpé a la périphérie de la préculture de 5 jours,
a été inoculé de maniére aseptique au centre de chaque boite de Pétri. Toutes les boites de Pétri ont
été scellées avec du para film stérile et incubées a 28 °C pendant 9 jours. L'efficacité du traitement a
été évaluée quotidiennement en mesurant la moyenne des deux diamétres perpendiculaires de
chaque colonie. Le pourcentage d'inhibition de la croissance des deux champignons testés, par

rapport au controle, a été calculé au 9éme jour en utilisant la formule suivante [7o).

1%= (DC — DT / DC) x 100

Ou DC et DT sont les diametres moyens des colonies fongiques de contrdle et de traitement,

respectivement.
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Chapitre III
Résultats et
discussions



I11.1. Introduction

Les HEs sont trés utilisées en cosmétique, parfumerie et dans les industries agroalimentaires.
Elles sont également connues pour leurs propriétés biologiques comme dépurative et régénérantes.
Elles sont recommandées pour stimuler et régénérer 1’organisme [1].

Dans cette premicre partie de notre travail, nous nous sommes intéressé€s a 1’étude de trois
plantes trés utilisées en Algérie pour leurs vertus sur la santé. Il s’agit dans ce travail d’examiner la
composition chimique des HEs des parties aériennes des 3 plantes, I’activité antioxydante, et

antifongique et de les comparer a ceux reportées dans la littérature d’autre part.

I11.2. Propriétés des huiles essentielles extraites :
Les propriétés des trois huiles sont représentées dans le tableau 2. De nombreuses

différences et similitudes liées a leurs propriétés organoleptiques ont été observées.

Tableau 2 : Propriétés des huiles essentielles extraites

Huiles Couleur Aspect Odeur
essentielles
A. verticillata Jaune Liquide huileux  Aromatique Forte et épicée
A. sativum Jaune foncé Liquide huileux Forte et piquante
C. longa Jaune pale Liquide huileux  Aromatique acre, Forte et
piquante

111.3. Rendement des huiles essentielles des plantes étudiées :

Les rendements (en %) des différentes plantes étudiées sont présentés dans le Tableau 3.

Figure 12. Montages d’hydrodistillation des trois plantes (photos originales)

Les plantes Rendements %
A.verticillata 2,6%
C.longa 1,15
A. sativum 0,18

Tableau 3: Rendements en huiles essentielles des plantes étudiées
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Le rendement en huile essentielle, extrait de la partie aérienne de A. verticillata été de
2,6%, suivi de I’huile essentielle de C. longa (1,15%). Alors que, le plus faible rendement a été
observé pour I’huile essentielle de A. sativum (0,18%).

A titre comparative, le rendement de notre huile essentielle de A. verticillata été sept fois
supérieur a celui rapporté par Laouer (2003) [71] dans la région de Sétif. D’autre part, le rendement
en huile essentielle de C. longa obtenu dans notre étude été deux fois inférieure a celui trouvé par
Singh et al. (2010a) [72. Alors que pour A. sativum un rendement identique a été trouvé par Prabodh
Satyal (2017) (73 en Etats-Unis.

I11.4. Composition chimique des parties aériennes des huiles essentielles
111.4.1. L’huile essentielle de Ammoides verticillata :

L’huile essenticlle de A. verticillata obtenue a partir des parties aériennes a été étudiée par
CPG et CPG/SM. L'analyse de I’huile représentait 98,5% de I'huile totale et a permis I'identification
de 12 composés (Tableau 4).

Tableau 4:Composition chimique de I’huile essentielle de A. verticillata

No.> Composés RI,’ RIS RI,’ S1  Identification®
1 o-Thujéne 932 925 1012 0,1 RI, MS
2 o-Pinéne 931 932 1023 0,6 RI, MS
3 Sabinéne 964 966 1118 0,1 RI, MS
4 Myrcéne 976 982 1159 0,5 RI, MS
5 p-Cyméne 1010 1012 1259 25,2 RI, MS
6 Limonéne 1020 1021 1195 28,1 RI, MS
7  y-Terpinene 1047 1049 1237 9,6 RI, MS
8 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 0,8 RI, MS
9  Thymol 1266 1269 2189 Tr RI, MS
10  Carvacrol 1282 1278 2220 33,2 RI, MS
11  o-Humuléne 1456 1456 1665 0,1 RI, MS
12 y-Muuroléne 1471 1469 1679 0,2 RI, MS

Identification % 98,5

Monoterpénes hydrocarbonés 64,2

Monoterpénes oxygénés 34,0

Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,3

Le profil chromatographique a montré que I’huile essentielle obtenue a partir des parties
aériennes été constituée majoritairement par des monoterpénes hydrocarbonés (64,2%) et des
monoterpenes oxygeénés (34,0%).

Les sesquiterpénes hydrocarbonés ne représentaient que 0,3% de la composition totale
(Tableau 4). Les principaux composants de I'huile était le carvacrol (33,2%), p-cymeéne (25,2%) et
le limonene (28,1%) suivi par le y-terpinéne (9,63%).

La recherche bibliographique menée sur la composition des HEs de A. verticillata a montrer
une variation significative dans les pourcentages des constituants majoritaires. En Algérie

19



(Tlemcen) (741, Inde [75], Egypte 761 et la Turquie 771, I’huile de A. verticillata a été caractérisée par la
présence d’un pourcentage élevé en thymol (10,8-61,3%), suivi par le p-cymene (18,1-37,4%) et le
y-terpinene (6,8-25,5%), respectivement. En revanche, I’huile provenant du Maroc [7s] a été
caractérisé par le carvacrol avec un pourcentage de 44,6%, suivi du limonene (18,4%) et le p-
cymene (9,4%).

111.4.2. Huile essentielle de Curcuma longa:

Tous les composants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (IR) et
les spectres de masse avec ceux de la bibliothéque «Arémes» réalisée en laboratoire de Corse.
L’huile essentielle été caractérisé uniquement par des composés sesquiterpéniques, représentée
majoritairement par des cComposés oxygenés.

Un total de 13 composés a été identifi¢ dans I’huile essentielle de C. longa obtenu a partir des

rhizomes représentant 93,1% de I'huile (Voir le Tableau 5).

Tableau 5 : Composition chimique de I’huile essentielle de C. longa

No.* Composés IRI,° RI,° RIY % Identification®
1 B-Sesquiphellandréne 1516 1517 2037 10,5 RI, MS
2 tans-Caryophyllene 1521 1518 2156 0,3 RI, MS
3 (E)-a-Bisabolene 1532 1536 2015 0,3 RI, MS
g Cis-Hydrate 1565 1564 2078 2,1  RI,MS

sesquisabinene
5 Germacrene-B 1553 1559 1830 1,1 RI, MS
6 trans-Sabinéne hydrate 1565 1562 2076 04 RI, MS
7  Caryopllene oxyde 1576 1578 1982 2,1 RI, MS
8 Zingiberénol 1 1599 1599 2110 0,9 RI, MS
9 Zingiberénol 2 1613 1614 2192 2.8 RI, MS
10 Ar-turmerone 1639 1642 2256 32,1 RI, MS
11 o-Turmerone 1649 1656 2178 24,5 RI, MS
12 pB-Bisabolol 1653 1660 2141 04 RI, MS
13 B-Turmerone 1680 1685 2244 15,6 RI, MS
% d’identification 93,1
Sesquiterpénes hydrocarbonés 12,2
Sesquiterpénes oxygénés 80,9

Les sesquiterpéniques oxygénés étaient caractérisés par 1’ Ar-turmeérone (32,1%), o-turmerone
(24,5%), B-turméerone (15,6%).Les sesquiterpénes hydrocarbonés étaient représentés par le
B-sesquiphellandréne (10,5%), cis-hydrate sesquisabinéne (2,1%), caryophelléne oxyde (2,1%) et le
Zingiberénol 2 (2,8%). D’apreés la littérature, I’huile essentielle de C. longa est constituée d’environ
34 composantes, parmi lesquelles la turmerone, le zingibérene, I'atlantone, et la germacrone sont
des constituants majeurs [79]. Les différents travaux menés sur cette espéce montrent que 1’huile a

montrer une variation dans les pourcentages de ces constituants majoritaires. L huile provenant de
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I’inde a été caractérisée par la présence d’un pourcentage élevé en ar-turmerone avec un
pourcentage de 51,7% en Gorakhpur, 31,1% en Calicute, 38,6% en Pakistan et de 49,3% en Brésil,
suivi d’un pourcentage en B-turmerone 12,9% en Pakistan, en suite un pourcentage appréciable en
a-turmérone en Inde (11,9%) et en Pakistan (8,90%) [54].

111.4.3.Huile essentielle de A. sativum

L’échantillon de I’huile de A. sativum a été analysé par CPG et CPG/SM et la composition
chimique est présentée dans le Tableau 6. Au total, 09 composants, couvrant plus de 91,5% de la
composition totale, ont été identifiés (Tableau 6). L’huile été représentée majoritairement par des
composants soufrés et était dominé par le trisulfure de diallyle (31,5%), le disulfure de diallyle
(29,8%) et le trisulfure de methyle allyle (16,8%), suivie par des quantités appréciables de sulfure
de diallyle (3,9%), méthyle allyle disulfure (4,4%) et de trisulfure de diméthyle (2,2%).

Tableau 6 : Composition chimique de 1’huile essentielle de A. sativum

No.? Composés IRI,® RI® % Identification®
1 Sulfure de diallyle 846 847 3,9 RI, MS
2 Méthyl allyl disulfure 908 906 4,4 RI, MS
3 trans-Propenylmethyldisulfide 926 1536 0,8 RI, MS
4 Trisulfure de diméthyle 948 953 2,2 RI, MS
S Disulfure de diallyle 1079 1070 29,8 RI, MS
6 Trisulfure de méthyle allyle 1126 1119 16,8 RI, MS
7 Tétrasulfure de 1,4-diméthyle 1238 1240 0,5 RI, MS
8  Trisulfure de diallyle 1288 1278 315 RI, MS
9 Tétrasulfure de diallyle 1482 1509 16 RI, MS

% d’identification 91,5

L’HE de cette espece A. sativum a montrer que le trisulfure de diallyle est le composé
majoritaire en France (49,8%), en Cameroun (49,6%) et en USA (33,40%) suivi du disulfure de
diallyle avec respectivement des pourcentages de 37,2%, 29,8% et 20,80% [so, 59, 73], en Algérie, le

composé majoritaire été le trisulfure de 1’allyle (45%) suivi du disulfure de diallyle (22 %) [s1].
I11. 5. Activité antioxydante et antifongique

111.5.1. Evaluation des propriétés antioxydantes des trois huiles essentielles :

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis plusieurs années dans le processus du stress
oxydatif (déséquilibre entre la génération des Espéces Réactives dérivées de I’Oxygene (ERO)) et la
lutte contre les maladies infectieuses.

L’étude de I’activité d'une huile est a mettre en relation avec sa composition chimique et les

possibles effets synergiques entre ses composants et non seulement a ses composés majoritaires [s2].
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Les HEs ne sont pas seulement utilisées en monothérapie mais sont utilisées en association
depuis de nombreuses anneées [s3]. Elles sont utilisées pour agir en synergie afin d'améliorer encore
leurs effets. L'effet synergique possible produit par la combinaison d'huiles essentielles de plantes a
été considéré comme une stratégie efficace pour inhiber ou réduire le processus naturel d'oxydation

des aliments.

111.5.1.1. Piégeage du radial libre DPPH" :
Matrice individuelle :

Les résultats du pouvoir antioxydant obtenus lors du test de mesure du piégeage du radical
DPPH’ sont représentés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH"en fonction des concentrations des

huiles essentielles de A. verticillata, C. longa et A. sativum.

Huiles Concentration (mg/mL) Activité antioxydante
essentielles 2,5 20 042 0,24 0,1
A. verticillata Effet du balayage sur le DPPH* 98,2 86,7 50,0 44,8 43,3
(%)
115 467 23 1,15 /
C. longa Effet du balayage sur le DPPH" 91,5 50 369 274 /
(%)
109 6,8 11 0,54 0,26
A. sativum Effet du balayage sur le DPPH" 798 50 82 4,7 2,7
(%)
0,08 0,06 005 0,04 /
Acide ascorbique Effet du ba|ayage sur le DPPH’ 97,8 68,5 50,0 39,04 /
(%)

Les résultats de 1’activité indiquaient que le pourcentage de I’inhibition été proportionnelle a la
concentration des échantillons dans le milieu réactionnel. D’apres les valeurs du tableau 7, nous
constatons que I’huile de A. verticillata avait une meilleure activité inhibitrice du radical DPPH’
avec un pourcentage de 98,2% d’inhibition a une dose de 2,5mg/mL. Alors que celles de C. longa et
A. sativum ont respectivement enregistrées des pourcentages de 91,5% et 79,8% a la méme
concentration.

La Clsp (Concentration inhibitrice) est inversement liée a I’activité antioxydante, car cette
valeur exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de

50%. Plus la valeur de la Clsp est grande, plus I'activité antioxydante d'un composé est faible.
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Figure 13: Clsg des huiles essentielles déterminées par la méthode DPPH’

D’aprés les résultats du pouvoir antioxydant par la méthode du DPPH’, I’HE possédait le plus
fort pouvoir antioxydant été celle de A. verticillata avec une concentration de I’ordre de 0,42
mg/mL, suivi par celle du C. longa (4,7 mg/mL) et A. sativum (6,8mg/mL).
Dans 1’étude réalisée par Kedia et al. (2015) [s4], I’huile essentielle de A. verticillata a enregistré
une Clso de 1’ordre de 0,47 puL/mL. En étudiant I’activité antioxydante de C. longa, Priya et al.
(2012) [s5], ont obtenu une Clsp de 3,2mg/mL, et pour I’HE de 1’ail, lawrence et al. [ss) ont obtenus

une Clso de 0,5 mg/mL.

Matrice croisée :

Les interactions entre les agents biologiquement actifs sont un sujet important dans le domaine
thérapeutique. Dans cette partie, nous avons étudiés 1’activité antioxydant des mélanges des huiles
essentielles par la méthode de piégeage du radicale libre DPPHe, afin d’évaluer leur effet
synergétique, additifs ou antagoniste (Tableau 8).

Tableau 8 : Résultats des combinaisons doubles et triples entre les trois huiles essentielles.

Plante / mélanges Clsg
A. verticillata C.longa A.sativum mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL
5 5 5 4,35
75 75 - 3,54
7,5 - 7,5 3,35
- 7,5 7,5 8,99
0,42 4,7 6,8 CI50
Individuelles

La combinaison des mélanges croisés des huiles essentielles avec différents ratios a montrer
que le mélange des huiles essentielles présentait des effets antagonistes et additifs sur ’activité
antioxydante. En effet, la combinaison des huiles essentielles augmente considérablement les Cls,

par rapport aux huiles individuelles.
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Il est & noter que la combinaison de I’HE de A. verticillata avec celle de C. longa et A. sativum
(Clso= 4,35 mg/mL) présentait un effet antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (Clso=
0,42 mg/mL) et un effet synergique par rapport a ’huile de C. longa (Clsp= 4,7 mg/mL) et A.
sativum (Clso= 6,8 mg/mL).

La combinaison de I’HE de A. verticillata avec celle de C. longa (Clsp= 3,54 mg/mL)
présentait un effet antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (Clsp= 0,42 mg/mL) et un effet
synergique par rapport a ’huile de C. longa (Clso= 4,7 mg/mL).

De méme, la combinaison de I’huile de A. verticillata avec celle de A.sativum (Clsp= 3,54
mg/mL) présentait un effet antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (Clso= 0,42 mg/mL) et
un effet synergique par rapport a I’huile de A. sativum (Clsp= 6,8 mg/mL). Alors que, la

combinaison de I’HE de C. longa et A. sativum présentait un effet antagoniste (Clso= 8,99mg/mL).

111.5.1.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP) :
L’évaluation de la capacité antioxydante par la méthode FRAP des huiles a été déterminée
par rapport a 1’acide ascorbique. Les résultats de ’activité réductrice des huiles individuelles et les

mélanges sont regroupés dans les figures 14 et 15.

Matrice individuelle :
Le pouvoir réducteur des huiles essentielles s’est avéré proportionnel a la concentration a

laguelle chaque huile essentielle a été testée.
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Figure 14. Pouvoir réducteur des huiles essentielles des plantes.

Nous remarquons que le pouvoir réducteur est dose dépendante, ainsi a la concentration de 7,5
mg/mL, les pouvoirs réducteurs de 1’acide ascorbique et I’huile de A. verticillata sont largement

supérieurs (DO >2,5) a ceux des HEs de C. longa (DO =0,643) et A. sativum (DO =0,675) (figure 14).
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Matrice croisée :

La combinaison des HEs a la concentration de 7,5 mg/mL des plantes a montré des effets
synergiques importants. Les pouvoirs réducteurs des mélanges croisés des HEs sont largement
supérieurs (DO >2,6) a ceux des huiles essentielles individuelles de A. verticillata (DO= 2,5), C.
longa (DO =0,643) et A. sativum (DO =0,675). Il est noté que cette activité reste inférieure a celle
du témoin ’acide ascorbique (DO = 3,2) (Figure 15).
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Figure 15. Pouvoir réducteur des mélanges des huiles essentielles

A A verticillata __ C:C.longa L :L’ail (A. sativum)

111.5.2. Evaluation des propriétes antifongiques des trois huiles essentielles :
Matrice individuelle :

L'effet inhibiteur des HEs a été évalué contre trois champignons phytopathogénes,
Penicillium expansum, Fusarium solani et Aspergillus flavi. Les données indiquent que les huiles
essentielles inhibaient de maniere significative la croissance fongique et présentaient des effets
antifongiques contre les champignons testés.

Les huiles essentielles exercée une activité antifongique dose dépendante. A la concentration
de 600 pL/mL, I’huile de A. verticillata présentait une sensibilité significative, avec
respectivement, des pourcentages d’inhibitions de 100%, 97,4% et 71,5% sur la croissance de

Penicillium expansum, Fusarium solani et Aspergillus flavi. (Tableau 9).

Tableau 9 : Activité antifongique de I’huile essentielle de A. verticillata

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions (%)
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 46,3 69,3 90,7 100
Fusarium solani 20,3 35,9 45,9 97,4
Aspergillus flavi 13,3 24,1 36,3 71,5
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A la méme concentration (600 pL/mL), ’huile essentielle de A. sativum a montré une
inhibition importante sur la croissance de Penicillium expansum (97,4%), Fusarium solani (79,2%)
et Aspergillus flavi (73,3%) (Tableau 10).

Tableau 10 : Activité antifongique de 1’huile essentielle de A. sativum

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 24,1 46,3 60,3 97,4
Fusarium solani 6,3 10,4 30,0 79,2
Aspergillus flavi 10,4 23,3 45,5 73,3

Cependant, I’HE de C. longa présentait 1’activité antifongique la moins importante sur les
souches testées. A la concentration de 600 pL/mL, I’huile de C. longa inhiber respectivement la
croissance de Penicillium expansum, Fusarium solani et Aspergillus flavi, avec des pourcentages
d’inhibitions de 59,2%, 32,6% et 17,7% (tableau 11).

Tableau 11 : Activité antifongique de I’huile essentielle de C. longa

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 10,4 24,1 35,2 59,2
Fusarium solani 48 11,1 21,5 32,6
Aspergillus flavi 1,5 6,3 10,0 17,7

Matrices croisées:
L'activité antifongique des mélanges des HEs avec un ratio de 1:1:1 examinées dans ce

travail est présentée dans les tableaux 12 a 15. Le mélange des huiles de A. verticillata, A. sativum
et C. Longa présentait respectivement des pourcentages d’inhibitions de 100%, 50,7% et 28,5%
contre le développement des trois champignons de Penicillium expansum, Fusarium solani et

Aspergillus flavi a la concentration de 600 pl/mL(Tableau 12).

Tableau 12 : Activité antifongique du mélange des huiles d’A. verticillata, A. sativum et C. longa

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 00 23,3 45,5 100
Fusarium solani 00 27,1 34,1 50,7
Aspergillus flavi 1,5 3,7 23,3 28,5
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Le tableau 13 montre les taux d’inhibition du mélange de A. verticillata et C. longa avec des

pourcentages de 99,2% pour Penicillium expansum, 40,0% pour Fusarium solani et 24,1% pour

Aspergellus flavi.

Tableau 13 : Activité antifongique du mélange des huiles de A. verticillata, et C. longa

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 11,1 45,5 69,2 99,2
Fusarium solani 4,8 17,7 23,3 40,0
Aspergillus flavi 10,0 13,7 17,7 24,1

A la concentration de 600 pl/mL, le mélange de A. verticillata et A. sativum enregistre une
meilleure inhibition sur les champignons de Penicillium expansum (99,2%), Fusarium solani
(90,37%) et Aspergellus flavi (84,4%) (Tableau 14).

Tableau 14 : Activité antifongique du mélange des huiles de A. verticillata et A. sativum

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 23,3 56,3 71,8 99,3
Fusarium solani 10,0 28,9 45,5 90,3
Aspergillus flavi 5,2 11,8 38,5 84,4

D’autre part, le mélange des huiles essentielles de A. sativum et C. Longa présentait une
meilleure activité antifongique avec un taux d’inhibition de 100% pour la souche de Penicillium

expansum, 95 ,2%, pour Fusarium solani et 95,1% pour Aspergellus flavi (Tableau 15).

Tableau 15 : Activité antifongique du mélange des huiles de A. sativum et C. longa

Microorganismes Pourcentages d’inhibitions
(uL/mL) 75 150 300 600
Penicillium expansum 17,7 34,8 78,8 100
Fusarium solani 5,9 10,4 34,2 95,2
Aspergillus flavi 10,3 17,4 23,3 95,1

Le mélange des HEs présentait un effet synergique important sur les deux souches de
Fusarium solani et Aspergellus flavi par rapport aux huiles essentielles individuelles. L’effet
synergique le plus élevé a été observé pour le mélange de A. sativum et de C. longa, suivi du
mélange de A. verticillata et A. sativum. Cependant, les mélanges des huiles de A. verticillata, A.
sativum et C. longa, et de A. verticillata et C. Longa présentaient un effet antagoniste pour les

souches de Fusarium solani et Aspergellus flavi, comparativement aux huiles individuelles.
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La plupart des propriétés antifongiques des huiles essentielles sont dues a la présence de
terpénoides, en particulier de terpenes phénoliques, de phénylpropanoides et d'alcools. Une
corrélation entre D’efficacité des antifongiques obtenus dans les huiles essentielles et leur
composition chimique suggére que cette activité peut étre attribuée a la présence de forte
concentration relativement élevée de composés bioactives.

Plusieurs rapports ont montré que le carvacrol, limonéne, p-cymeéne, ar-turmerone, trisulfure
de diallyle et le disulfure de diallyle présents dans de nombreuses HEs exerces des effets
antifongiques [87-92].

D'apres les résultats obtenus, il est évident que toutes les interactions synergiques observées
peuvent étre liées a l'association respective des curcuminoides/composés soufrés et
carvacrol/composés soufrés présents dans les HEs de A. sativum, C. longa et A. verticillata qui
semblent étre responsables de 1’activité antifongique sur les souches de Fusarium solani et
Aspergellus flavi. En outre, I’association de ces 03 groupes chimiques, curcuminoides/composés
soufrés/carvacrol présentait un effet antagoniste sur les 03 souches en diminuant considérablement
I’activité antifongique.

De plus, I’étendue de 1’activité antifongique peut étre liée a un effet synergique avec

d’autres composants mineurs ou majeurs présents dans les huiles essentielles.
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CONCLUSION GENERALE :

Cette étude axée a la connaissance de 1’activité antioxydante et antifongique des HES de A.
verticillata (Apiéceae) en combinaison avec des HEs thérapeutiques comme celle de C. longa
(Zingiberaceae) et A. sativum (Amaryllidaceae).

L'HE de A. verticillata été riche en alcools monoterpéniques, comme le carvacrol. Quant a
I’HE de C. longa, clle s’est avérée particuliérement intéressante d’un point de vue analytique par la
présence d’une série de composés aromatiques le ar-turmerone (32,1%), a-turmeérone (24,5%), -
turmerone (15,6%) comme constituant majoritaire. L’HE de A. sativum était dominé par le trisulfure
de diallyle (31,5%), le disulfure de diallyle (29,8%) et le trisulfure de méthyle allyle (16,8%).

L’activité antioxydante des trois plantes a été étudiés par deux méthodes DPPH’et FRAP. Les
résultats du test effectué par le DPPH montrent que I’huile de A.verticillata avait une meilleure
activité inhibitrice du radical DPPH" avec un pourcentage de 98,2% d’inhibition a une dose de
2,5mg/mL. Alors que celles de C. longa et A. sativum ont respectivement enregistrés des
pourcentages de 91,5% et 79,8% a la méme concentration.

Avec la méthode FRAP, Nous avons constaté que le pouvoir réducteur été dose dépendante,
ainsi a la concentration de 7,5 mg/mL, les pouvoirs réducteurs de 1’acide ascorbique et ’huile de A.
verticillata étaient largement supérieurs (DO >2,5) a ceux des huiles essentielles de C. longa (DO
=0,643) et A. sativum (DO =0,675).

Les mélanges croisés des HEs ont enregistré des effets additifs et antagonistes avec la méthode
DPPH'. Alors que la méthode FRAP a montré des effets synergiques importants.

L’étude de I’activité antifongiques sur les isolats fongiques Aspergillus flavi, Fusarium solani
et Penicillium expansum, a montrer que I’HE de A. verticillata exercé une activité antifongique a
une concentration de 600 pL/mL, avec respectivement, des pourcentages d’inhibitions de 100%,
97,4% et 71,5% sur la croissance de Penicillium expansum, Fusarium solaniet Aspergillus flavi.

L’huile essentielle de A. sativum a montré une inhibition importante sur la croissance de
Penicillium expansum (97,4%), Fusarium solani (79,2%) et Aspergillus flavi (73,3%) a la méme
concentration. L’huile essentielle de Curcuma longa présentait 1’activité antifongique la moins
importante sur les souches testées.

L’¢tude des mélanges croisés a enregistré des effets synergiques plus importants sur les deux
souches de Fusarium solani et Aspergellus flavi par rapport aux HEs individuelles.

Le développement des agents antioxydants et antifongique naturels peuvent constituer une
alternative intéressante en vue de les employées dans des applications thérapeutiques ou

cosmétiques.
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