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Introduction 

La nature regorge d’un riche patrimoine potentiel de produit naturel bioactif avec un 

large éventail d’application. Depuis des siècles, la curiosité de l’homme à propos des goûts, des 

odeurs et des remèdes aux maladies l’a poussée à utiliser les produits naturels ; ce qui est devenu 

un centre de préoccupation de la communauté scientifique en raison des preuves croissantes en 

les associant a leur utilisation efficace et bénéfique, soit comme source thérapeutique contre 

certaines pathologies, soit comme un complément chimiopréventif, antioxydant, nutraceutique 

ou diététique. Leur importance s’est accrue également en raison des effets négatifs des 

médicaments et additifs synthétiques [1].  

Dans plusieurs applications, les consommateurs exigent la substitution de composés 

chimiques par des composés naturels, car il existe une croyance populaire selon laquelle tout 

ce qui est naturel est bon. Les tisanes sont utilisées depuis longtemps. Non seulement elles ont 

une grande valeur nutritionnelle et une excellente valeur pour la santé, mais elles peuvent aussi 

constituer un excellent choix pour les personnes qui recherchent un bien-être général. Sans 

aucun doute, la prise de conscience des consommateurs, les exigences de qualité croissante et 

les réglementations plus strictes conduisent à la consolidation des produits naturels dans le 

cadre des processus de production de plusieurs branches industrielles [2]. 

Le travail présent regroupe plusieurs axes de la chimie et de la biologie, en vue 

de valoriser quelques plantes de la famille des astéracées (Carthamus caeruleus, Anacyclus 

valentinus, et Chrysanthemum coronarium), notamment une extraction suivit par l’étude de la 

variabilité chimique, de l’hémisynthèse, la modélisation moléculaire et l’étude des activités 

biologiques.  

Une continuité du travail effectué par Dr BELABBES Rania [3]; consiste à réaliser une 

étude de variabilité de la composition chimique de l’huile essentielle de Carthamus caeruleus 

de la région de Tlemcen, suivi d’une purification du composé majoritaire de cette huile. Afin 

d’accéder à de nouvelles molécules thérapeutiques, une série d’analogues du composé 

majoritaire préalablement isolé a été proposée et préparée par hémisynthèse. Des études 

biologiques ont été réalisées sur l’huile essentielle, l’hydrolat, le composé majoritaire et ses 

analogues notamment l’activité antioxydante in vitro et antimicrobienne in silico.  

Une autre étude a été réalisée à la suite des travaux menés par Dr BENYOUCEF Fatima ; 

comprend l’étude de l’effet synergique et antagoniste de l’activité antioxydante de l’HE de 

carthamus caeruleus et de Amoides verticillata et de leurs composés majoritaires 

individuellement et en combinaison.  
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Concernant la valorisation de Anacyclus valentinus, des études de variabilité chimique 

sur l’huile essentielle de la partie aérienne de la plante de la région de Tlemcen, de l’activité 

antioxydante de l’HE et sa fraction oxygénée, et de l’activité antifongique in vivo de l’HE ont 

été élaborées. 

D’autre part, Chrysanthemum coronarium est une plante qui a fait l’objet de nombreuses 

études scientifiques ; ceci nous a incités à étudier la composition chimique, les activités 

antioxydantes in vitro et antifongiques in vivo de son huile essentielle ainsi que de sa fraction 

oxygénée.  

La dernière partie de ce travail été consacrée à l’étude de l’effet synergique de l’activité 

antioxydante et antifongique des huiles essentielles de Chrysanthemum coronarium et 

Anacyclus valentinus en combinaison et de leurs fractions oxygénées.  
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I. Les Substances naturelles 

1. Généralités  

Le succès des produits à base de plante tel que le paclitaxel en traitement des tumeurs, 

et l’artémisinine dans le traitement du paludisme a donné l’impulsion pour l’introduction de 

nombreuses recherches notamment dans l’industrie [1]. Des efforts considérables sont déployés 

par la génération de nouvelles molécules « chef de file » d’origine végétale, marine, 

microbienne… grâce à l’utilisation de protocole de criblage adéquat. Lorsque des résultats 

intéressants sont aperçus, il est indispensable de disposer des méthodes permettant d’isoler 

rapidement et efficacement le composé ciblé [4]. 

Un produit naturel est une substance ou un composé chimique produit par un organisme 

vivant présent dans la nature ayant généralement une activité pharmacologique ou biologique. 

Certains de ces agents sont des dérivés de plante terrestre, tandis que d’autres sont obtenus à 

partir de micro-organisme, d’organisme marin ou d’eau douce ou même des animaux [5]. 

La biodiversité algérienne (naturelle et agricole) est extrêmement riche grâce à 

l’emplacement géographique et la diversité bioclimatique du pays (zones humides, subhumides 

dans le nord tellien, semi-aride à aride dans sa partie médiane et saharienne dans le sud). On 

compte 3139 espèces dont 15 % sont endémique. En Algérie, les plantes médicinales et 

aromatiques sont un héritage familial oral, particulièrement prédominant chez les femmes âgées 

et analphabètes. Il s’agit de compétences patrimoniales transmises de génération en génération 

au sein des populations, le plus souvent paysannes [6,7]. 

Compte tenu de sa richesse naturelle et culturelle et du contexte socio-économique, cette 

région est un lieu idéal pour l’étude des plantes aromatiques et médicinales et de leurs 

utilisations traditionnelles. 

2. Synthèse des produits naturels : défis et progrès  

Au cours de la première partie du 20e siècle, la synthèse totale a joué un rôle central 

dans l’identification et la confirmation de la structure du principe actif d’un extrait brut 

provenant de sources naturelles [8]. Toutefois, grâce au développement de techniques modernes 

d’analyse et de purification et de méthodes spectroscopiques, les structures de la plupart des 

produits naturels peuvent désormais être déterminées sans ambiguïté. Néanmoins, la synthèse 

totale reste la preuve ultime de la structure des produits naturels complexes, en particulier la 

stéréochimie absolue ou la stéréochimie relative. De nombreux produits actifs naturels ayant 

une activité biologique prometteuse sont structurellement trop complexes pour être facilement 

synthétisés de manière rentable par synthèse totale à partir de matériaux disponibles dans le 
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commerce [9]. La synthèse des produits naturels est encore loin d’être "idéale". Un examen 

historique des progrès de la synthèse des produits naturels révèle que les procédures par étapes 

et les longues stratégies de protection des groupes diminuent considérablement l’efficacité de 

la synthèse. Ces dernières années, la communauté de la chimie organique a intégré les principes 

fondamentaux qui sous-tendent l’efficacité remarquable de la biosynthèse dans ses approches 

synthétiques afin de remédier à ces inconvénients et de parvenir à une production de produits 

naturels évolutive. Ces nouveaux concepts et stratégies comprennent l’économie des atomes, 

des étapes et de l’oxydoréduction, la synthèse sans groupe protecteur et la 

synthèse biomimétique [10]. 

L’hémisynthèse, d’autre part, a joué un rôle majeur dans le développement et la 

production de médicaments dérivés de produits naturels [11]. Par exemple, l’isolement du 

paclitaxel dans la nature n’a pas produit suffisamment de matériel pour les essais cliniques. De 

plus, aux premiers stades de son utilisation clinique, 130 kg de Taxol ont été extraits de 1000 

tonnes d'écorce, ce qui a nécessité l'abattage de plus de 500 000 ifs du Pacifique, ceci était une 

grande préoccupation environnementale. L’hémisynthèse en quatre étapes du paclitaxel à partir 

de la 10-désacétylbaccatine III a grandement facilité le développement du Taxol. La 10-

désacétylbaccatine III a été trouvée dans les aiguilles de l’if européen commun T. baccata ainsi 

que dans une espèce d’if trouvée en Inde. En récoltant et en extrayant les aiguilles, la baccatine 

III ou la 10-désacétylbaccatine III peut être fournie en grande quantité comme précurseur du 

paclitaxel sans causer des dommages importants aux populations d’arbres [12]. En plus du 

paclitaxel, des analogues tels que le docétaxel (Taxotere®) ont été synthétisés avec un 

rendement suffisant par hémisynthèse [13]. Par rapport au paclitaxel, le docétaxel 

hémisynthètique a une meilleure solubilité dans l’eau et est utilisé cliniquement contre le cancer 

du sein et des ovaires [9,12]. Six groupes ont réalisé la synthèse totale du paclitaxel entre 1994 

et 2002. Toutefois, aucune de leurs méthodes n’est comparable à la semi-synthèse en termes de 

coût de production à grande échelle (Figure 1) [10]. 

Par conséquent, en choisissant la bonne cible et en utilisant une technologie de synthèse 

à la fois efficace et innovante, il ne fait aucun doute que la synthèse de produits naturels restera 

non seulement pertinente, mais aussi essentielle pour faire progresser la découverte de 

médicaments et le domaine de la biochimie. 
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II. La famille des astéracées  

1. Généralités  

La famille des astéracées est une famille archaïque et la plus importante des 

angiospermes ; elle tient son importance de sa façon d’évolution et de multiplications. Ceci est 

traduit par son organisation biologiquement réussie qui a permis à la nature de multiplier un 

très grand nombre de spécimens. En effet, elle comporte plus de 23 500 espèces. Cette famille 

a été décrite en 1792 par Paul Dietrich Giseke [15]. Les Asteracées sont l’une des plus grandes 

familles de fleurs avec une distribution mondiale à l’exception de l’Antarctique, mais la famille 

est beaucoup plus diversifiée dans les régions tropicales et subtropicales de l’Amérique du 

Nord, les Andes, l’est du Brésil, l’Afrique australe, la région méditerranéenne, l’Asie centrale 

et le sud-ouest de la Chine. Selon l’origine, les astéracées sont les deuxièmes plus grandes en 

taille après les orchidées. Une certaine confusion est due au fait qu’il est très difficile de savoir 

avec certitude combien il y a d’espèces dans chaque famille [16]. 

 

Taxus baccata 

Figure 1 : Illustration de la synthèse et hémisynthèse du taxol et son analogue 
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Il existe de nombreuses espèces dans cette grande famille ; elles sont réparties en 13 

sous-familles ayant chacune leurs propres caractéristiques déterminantes [15-17] : 

■ Les Barnadésioïdées et Mutisioïdées sont des arbustes ou des plantes herbacées poussant 

principalement en Amérique du Sud, lieu probable de l’émergence de la famille au début de 

l’ère tertiaire, il s’agit de formes archaïques d’astéracées.  

■ Les Carduoïdées possèdent des fleurs typiquement roses, bleues ou pourpres, toutes en tube, 

comme celles du capitule du bleuet, les chardons, les cirses et beaucoup d’astéracées épineuses 

méditerranéennes se retrouvent dans cette sous-famille. En pharmacie, l’Artichaut et la Bardane 

et le Chardon-Marie sont bien connus pour leurs vertus hépatiques ou dépuratives.  

■ Les Cichorioïdées correspondent à des Astéracées à latex, dont le nom est évoqué dans les 

noms comme lactuca, laitue, laiteron. C’est lui qui donne un goût amer aux chicorées et aux 

endives. En pharmacie, on utilise le Pissenlit et la Piloselle pour leur action diurétique et 

dépurative. Des légumes tels que le Salsifis, la Scorzonère appartiennent à ce groupe : leur 

inuline permet des régimes sans amidon chez les patients intolérants. 

■ Les Famatinanthoïdées : cette sous-famille ne contient qu’une seule espèce endémique au 

nord-ouest de l’Argentine, Famatinanthus decussatus ; un petit arbuste de 50 centimètres à 1,50 

mètre de haut. 

■ Les Stifftioïdées : comprend 5 tribus qui se trouvent principalement dans la forêt tropicale du 
brésil.   
■ Les Wunderlichioïdées : La répartition géographique des membres de la sous-famille des 

Wunderlichioïdées est parallèle à celle des Stifftioidées, avec trois zones d’endémisme réparties 

dans toute en Amérique du Sud : une dans les Andes ou l’est tempéré de l’Amérique du Sud, 

une au centre du Brésil et une dans les hauts plateaux de Guayana. Elle contient 2 tribus contient 

deux tribus principales : la tribu Wunderlichioïdées et la tribu Hyalidée. 

■ Les Gochnatioïdées : se trouve dans les régions d’Amérique du Sud, notamment dans les 

montagnes sableuses du centre du Brésil et dans les forêts humides du nord de l’Argentine et 

du sud de la Bolivie, cette sous-famille est constituée de 7 tribus.  

■ Les Hecastocleidoïdées : elle est constituée d’un seul genre Hecastocleidée, un arbuste 

endémique des montagnes bordant le désert en Californie et au Nevada. 

■ Les Pertyoïdées : comptent environ 70 espèces limitées à l’Asie orientale tempérée et à 

l’Himalaya. La plupart des espèces sont des hygrophytes qui vivent dans le sous-étage des forêts 

de climat tempéré. 

■ Les Gymnarrhenoïdées : cette sous famille ne contient qu’une seule espèce appartient au 

biome méditerranéen de l’Afrique du Nord et le Moyen-Orient.  
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■ Les Corymbioïdées : Le genre anormal Corymbium s’est avéré être une lignée distincte reliant 

les Cichorioidées aux tribus d’Asteroidées. Un petit genre de seulement neuf espèces d’herbes 

vivaces de la région du Cap en Afrique du Sud. 

■ Les Astéroïdées, avec 16 000 espèces, forment l’essentiel des astéracées. Ce groupe se divise 

en nombreuses tribus dont les plus importantes sont les Anthémidées, dont beaucoup présentent 

des feuilles pennatiséquées odorantes et elles sont connues en pharmacie : l’achillée 

millefeuille, la tanaisie, les anthémis, les matricaires et camomilles, les pyrèthres comme 

insecticides ; les Marguerites et Chrysanthèmes sont ornementaux. Les astérées comprennent 

surtout les asters, pâquerettes, verges d’or et vergerettes, celle du Canada étant utilisée en 

pharmacie ; les Sénécionées forment un groupe à part avec l’immense genre Séneçon présenté 

plus haut et aussi le tussilage utilisé en pharmacie. Les Hélianthées sont une tribu surtout 

américaine ; elles comportent le Tournesol, cultivé pour son huile riche en acides gras insaturés 

et ses tourteaux, le topinambour, également du genre Helianthus, L’Échinacée, aux propriétés 

immunostimulantes, nous vient de la pharmacopée des Indiens d’Amérique du Nord et 

différentes plantes ornementales comme les Rudbeckias, les Dahlias, Cosmos et Zinnias. Le 

guayule, plante mexicaine riche en latex, est une alternative prometteuse au caoutchouc de 

l’hévéa. Son caractère hypoallergénique se prête à divers emplois. Les galinsoga et les 

ambroisies sont des adventices invasives d’origine américaine. 

2. Étude ethnobotanique  

Du point de vue d’ethnobotanique, la famille des astéracées est très utilisée par la 

population africaine, selon une étude ethnobotanique sur les astéracées dans la région Meknès 

sur 48 espèces dont les plus cités sont Anacyclus pyrethrum, Dittrichia viscosa et Atractylis 

gummifera, Échinops spinosus et Calendula officinalis a révélé que cette famille est utilisée 

principalement dans le traitement des affections du tube digestif suivi par le traitement des 

troubles cardiovasculaires et métaboliques [20]. Par ailleurs, la feuille constitue l’organe le plus 

utilisé et la décoction est le mode de préparation le plus employé pour la majorité des remèdes. 

Une autre étude menée au Nigeria sur 12 espèces a montré que la population nigérienne utilise 

cette famille comme condiment, en thérapie et comme carburant [20]. 

III. Métabolites secondaires 

Le règne végétal est la source de divers composés chimiques découverts aujourd’hui. 

Les plantes produisent une grande variété de composés chimiques communément appelés 

métabolites secondaires [22]. 
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Les métabolites secondaires des plantes ont traditionnellement été perçus comme 

toxiques et protecteurs contre les prédateurs, ou agissants comme attractifs pour les insectes 

[23]. Contrairement aux métabolites primaires, ils sont synthétisés dans des types de cellules 

spécialisées et à des stades de développement distincts, ce qui rend leur extraction et puri fi 

cation plus difficile, par rapport aux métabolites primaires [24]. Ces constituants chimiques 

sont extrêmement divers. Chaque famille, genre et espèce de plante produit une catégorie 

chimique caractéristique ou un mélange de celles-ci, et ils peuvent parfois être utilisés comme 

caractères taxonomiques dans la classification des plantes. Ces composés peuvent être divisés 

en trois grands groupes, à savoir les alcaloïdes, les composés phénoliques et les terpénoïdes. 

-  Les alcaloïdes sont des composés azotés synthétisés dans les plantes, principalement à 

partir d’acides aminés. Beaucoup de ces alcaloïdes protègent les plantes contre une variété 

d’animaux herbivores, tandis que beaucoup d’autres ont des activités 

pharmacologiques importantes [23]. 

- Les composés phénoliques sont biosynthétisés principalement par la voie de l’acide 

shikimique et ont une large répartition dans la nature [22]. Les composés phénoliques peuvent 

être des molécules simples présentes dans les fruits et légumes ou les grands composés 

complexes présents dans les feuilles, les écorces ou les racines d’une plante. Les composés 

phénoliques sont composés d’un ou plusieurs cycles benzéniques avec un ou plusieurs des 

groupes hydroxyles et certaines chaînes latérales. Sur la base de leur squelette de base et du 

nombre des anneaux de benzène, ainsi que les schémas de liaison, une large classification des 

phénoliques est faite [24].  

- Les terpènes est le nom générique d’un groupe de produits naturels, structurellement 

basé sur les unités isoprène (isopentényle). Le terme peut également désigner les dérivés 

oxygénés de ces composés, connus sous le nom de terpénoïdes. Ils sont normalement classés 

en groupes basés sur le nombre d’unités isoprène dont ils sont biogénétiquement dérivés. ; les 

monoterpènes (ayant deux unités C-5), les sesquiterpènes (ayant trois unités C-5), les diterpène 

(ayant quatre unités C-5), les sesterpène (ayant cinq unités C-5), les triterpènes (ayant six 

unités C-5) [25]. Les hydrocarbures terpéniques ne contribuent à l’odeur et au goût des huiles 

essentielles que de manière limitée, mais leurs dérivés oxygénés comptent parmi les plus 

importants produits chimiques aromatiques [26,27]. 

Les diverses applications des terpénoïdes ont été étudiées de manière critique et sont 

maintenant bien acceptées. Certains d’entre eux comprennent des additifs naturels pour les 

aliments ou les parfums en parfumerie et dans les médecines traditionnelles et alternatives 

comme l’aromathérapie [27]. L’effet des terpènes dans la prévention et le traitement du cancer 
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est le plus étudié [28,29]. Parmi les autres utilisations thérapeutiques importantes des 

terpénoïdes, on peut citer les antimicrobiens, les antifongiques, les antiviraux, les 

antihyperglycémiants, les anti-inflammatoires, les antioxydants, les antiparasitaires, les 

immunomodulateurs et l’amélioration de la perméabilité cutanée [26,30]. 

IV. Les huiles essentielles  

1. Historique  

Tout au long de l’histoire, de nombreuses civilisations ont utilisé les huiles essentielles 

et les parfums à des fins diverses. Ces huiles étaient extraites de plante aromatique. Les anciens 

Égyptiens utilisaient les huiles essentielles en médecine, en parfumerie, et dans l’art 

d’embaumer et de préparer les corps pour l’enterrement par momification. Dans l’Asie 

ancienne, les Védas ont officialisé l’utilisation des parfums et des produits aromatiques à des 

fins rituelles et thérapeutiques. Les Phéniciens, les Juifs, les Grecs, les Romains et d’autres 

cultures situées autour du bassin méditerranéen ainsi que les Mayas et les Aztèques en 

Amérique possédaient tous une culture du parfum d’un grand raffinement [31]. 

Après la chute de l’Empire romain et avec la venue des civilisations chrétiennes et 

musulmanes, l’art et la science du parfum ont été introduits dans le monde arabe, où ils ont 

atteint un haut niveau de développement. Les alchimistes ont tenté de créer l’« élixir de vie » 

afin de vivre indéfiniment, tandis que les monastères utilisaient les huiles essentielles pour 

obtenir divers médicaments permettant de guérir différentes maladies ou pour fabriquer des 

dérivés aromatiques tels que le savon et le parfum [32]. À la Renaissance, l’utilisation des huiles 

essentielles en parfumerie et en cosmétique a été étendue au monde entier. 

2. Généralités  

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de composés organiques 

volatils, généralement de faible poids moléculaire. Elles sont formées par les plantes 

aromatiques comme métabolites secondaires, qui sont naturellement synthétisées par les plantes 

en réponse aux attaques des insectes, des herbivores et d’autres organismes [33]. Les huiles 

essentielles sont caractérisées par une forte odeur. Elles sont généralement extraites par vapeur 

ou hydrodistillation. Ce type d’huile peut être produit par tous les organes des plantes (les 

graines, les fleurs, les feuilles, les bourgeons, les tiges, les fruits, les racines, le bois ou l’écorce) 

et est stocké dans les conduits d’huile, les conduits de résine, les glandes ou les trichomes des 

plantes [32]. 

Les composants des huiles essentielles comprennent les terpénoïdes et les 

phénylpropanoïdes, et d’autres composants tels que les constituants aromatiques et 
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aliphatiques. Dans le groupe des terpènes, on trouve des monoterpènes, des sesquiterpènes et 

des dérivés oxygénés, tous caractérisés par un faible poids moléculaire. En général, les HEs 

contiennent environ 20 à 60 composants, jusqu’à plus de 100 composants individuels, à des 

concentrations très différentes ; deux ou trois d’entre eux sont des composants majoritaires à 

des concentrations assez élevées (20 à 70 %), tandis que d’autres sont présents à l’état de traces 

[34]. Les principaux composants sont responsables des propriétés biologiques des huiles 

essentielles, mais il arrive qu’une combinaison de molécules modifie leur activité de manière 

significative [29,31]. 

En 2017, une estimation de production mondiale des huiles essentielles est de plus de 

150 000 tonnes, soit environ 6 milliards de dollars. Les principaux producteurs, par continent, 

sont la Chine et l’Inde (Asie), le Maroc et la Tunisie (Afrique), les États-Unis, le Canada, le 

Mexique (Amérique), et la France et l’Allemagne (Europe). En raison de l’intérêt croissant des 

consommateurs pour un mode de vie naturel et sain, de l’augmentation des revenus dans les 

pays en développement du monde et de la connaissance et de l’utilisation accrue des huiles 

essentielles (aromathérapie, thérapie thermale, etc.) [35]. En Algérie, et malgré l’abondance des 

plantes médicinales et aromatiques, le secteur de la production des huiles essentielles reste peu 

développé en raison de leur importation croissante [36]. 

3. Méthode d’extraction  
Il existe diverses méthodes pour l’extraction des huiles essentielles des plantes. Comme 

les huiles essentielles sont des matières thermosensibles, elles sont insolubles dans l’eau et 

peuvent se dégrader à leur point d’ébullition [35,36]. Par conséquent, la température de la 

vapeur ne doit pas être si élevée qu’elle détruise la plante ou brûle l’huile essentielle, mais assez 

élevée pour produire suffisamment de vapeurs pour la séparation souhaitée de l’huile [39]. Des 

paramètres tels que le poids de la matière première, le volume du solvant, la taille de la matière 

première, la température et la durée de l’extraction influencent le rendement en huile essentielle 

[40]. 

En revanche, les extraits obtenus par extraction au moyen de différents solvants 

organiques, de dioxyde de carbone liquide ou par extraction au moyen de fluides supercritiques 

ne peuvent pas être considérés comme de véritables huiles essentielles [41] ; cependant, ils 

présentent le plus souvent des profils aromatiques presque identiques à ceux de la matière 

première dont ils ont été extraits. Ils sont donc souvent utilisés dans l’industrie des arômes et 

des parfums et en outre dans l’industrie alimentaire, si les solvants choisis sont adaptés aux 

aliments et ne laissent aucun résidu nocif dans les produits alimentaires [40,41].  
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a. Distillation à la vapeur 

Le plus souvent, l’essence des plantes est extraite en utilisant une technique appelée 

distillation. Un type de distillation consiste à placer la plante ou les fleurs sur un tamis. Elle est 

ensuite soumise à la vapeur d’eau sans macération dans l’eau. La vapeur obtenue passe à travers 

les plantes de la base de l’alambic jusqu’au sommet [43]. Il s’agit d’une méthode où la vapeur 

traverse le matériau. Le principe de cette technique est que la pression de vapeur combinée est 

égale à la pression ambiante à environ 100 °C, de sorte que les composants volatils dont les 

points d’ébullition sont compris entre 150 et 300 °C peuvent être évaporés à une température 

proche de celle de l’eau. En outre, cette technique peut également être réalisée sous pression en 

fonction de la difficulté d’extraction des huiles essentielles [30]. 

b. Hydrodistillation  

L’hydrodistillation est une méthode d’extraction utilisée à la place de la distillation à la 

vapeur. Ce procédé d’extraction est l’une des méthodes traditionnelles d’extraction les plus 

utilisées. Dans ce processus, au lieu de faire passer la vapeur par la plante dans 

l’hydrodistillation, le matériau est trempé dans l’eau. Ensuite, on chauffe le récipient d’eau 

jusqu’à ce que la vapeur en sorte, puis on le laisse refroidir et on recueille l’échantillon d’huile 

au sommet de l’hydrolat. L’hydrodistillation est une méthode potentiellement très utile pour 

extraire l’huile essentielle de diverses plantes et de leurs différentes parties [41]. Le rendement 

dépend de divers paramètres tels que le poids de la matière première, le volume d’eau, la taille 

et la nature de la matière première. L’appareil de laboratoire recommandé pour 

l’hydrodistillation est le système Clevenger qui est composé essentiellement de trois parties :  

Un ballon à fond rond, dans lequel sont placées la matière première et une quantité d’eau 

donnée ; un séparateur, dans lequel l’huile est automatiquement séparée du distillat dans un 

tube gradué, en y permettant une lecture directe de la quantité d’huile ; et un condenseur [44]. 

Les hydrolats sont l’eau de condensation formée lors de la distillation à la vapeur ou de 

l’hydrodistillation de matières végétales. La distillation est entreprise pour obtenir les huiles 

essentielles contenues dans la matière végétale, mais il arrive que la distillation soit entreprise 

spécifiquement pour produire l’eau végétale qui en résulte. Bien que les hydrolats existent 

depuis aussi longtemps que la distillation, et qu’ils aient même pu être le produit pour lequel la 

distillation a été inventée, leur utilisation en aromathérapie est encore assez récente [45]. 
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Chaque litre d’hydrolat contient entre 0,05 et 0,2 mL d’huile essentielle dissoute, en 

fonction de la solubilité dans l’eau des composants de la plante et des paramètres de distillation. 

Toutefois, l’huile essentielle en solution dans l’hydrolat présente un profil chimique différent 

de celui de l’huile pure provenant du même procédé, car certains des produits chimiques 

contenus dans l’huile essentielle sont trop lipophiles pour rester dans l’eau, tandis que d’autres 

sont trop hydrophiles pour rester dans l’huile [45].  

4. Méthode d’identification  

L’analyse d’une huile essentielle implique généralement la séparation, l’identification 

et la détermination quantitative de ses composants. Il s’agit notamment des techniques 

chromatographiques (chromatographie sur couche mince, chromatographie sur colonne et 

chromatographie en phase gazeuse) et spectroscopiques (Spectrométrie de masse (SM), 

spectroscopie de résonance magnétique nucléaire, spectrophotométrie infrarouge) ou de leur 

combinaison (chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (CPG/SM)).  

a. La chromatographie sur couche mince (CCM) est une excellente technique d’analyse 

des extraits végétaux bruts, qui permet d’optimiser le système de solvants pour un problème de 

séparation donné. L’application très répandue de la CCM est également due au fait qu’il s’agit 

d’une procédure analytique simple et rapide ; elle est extrêmement flexible, car une grande 

a. Appareil clevenger ( apparatus for the 
determination of volatile oil J.F 
Clevenger,1928) 

b. Montage hydrodistillation 
Clevenger (COSNA, 24/05/2017) 

Figure 2 : Illustrations d’un montage d’hydroditillation utilisé en 
laboratoire 
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variété de phases mobiles et stationnaires et de réactifs de détection peuvent être testés et utilisés 

pour la résolution de tout problème de séparation [44,45]. 

b. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la technique la plus importante pour 

la séparation des constituants des huiles essentielles. Cette technique est basée sur la séparation 

des composants volatils d’un liquide ou d’un mélange gazeux qui est volatilisé dans une colonne 

garnie d’une phase liquide adsorbée sous forme de film mince sur un support (phase 

stationnaire). La phase mobile est constituée d’azote ou d’hélium gazeux qui transportent les 

composés volatils à travers la colonne. La colonne est placée dans un four où des conditions 

isocratiques et programmées de température peuvent être obtenues. Les composants d’un 

mélange sont séparés en raison des différences dans les coefficients de partage desdits 

composants entre la phase gazeuse et la phase liquide stationnaire. Les composés qui ont moins 

d’affinité avec la phase stationnaire sont d’abord élués de la colonne [41]. 

Dans l’analyse de routine par CPG capillaire, une solution d’huile essentielle de 1 à 

10 % dans du n-hexane ou de l’éther diéthylique est injectée par une microseringue. Le rapport 

de division est normalement décidé après expérimentation. Avant l’avènement des colonnes 

capillaires, on utilisait des colonnes en métal ou en verre, garnies de matériaux de support 

solides recouverts d’une phase liquide stationnaire. En raison d’un pouvoir de séparation 

beaucoup plus élevé dans un temps d’analyse plus court, les colonnes capillaires sont 

aujourd’hui préférées. Il s’agit de longues colonnes en verre ou en silice fondue (20-60 m) de 

petit diamètre. Les types de colonnes capillaires les plus populaires sont les suivants : couche 

poreuse tubulaire ouverte (PLOT) et couche de support tubulaire ouverte (SCOT) où la phase 

liquide stationnaire est déposée sur des particules de support poreuses et neutres et la colonne 

capillaire classique ou WCOT où la phase liquide stationnaire est directement déposée à 

l’intérieur de la paroi de la colonne. Les colonnes WCOT sont de préférence utilisées pour 

l’analyse des huiles essentielles. Les colonnes à alésage étroit de 0,25-0,32 mm de diamètre 

intérieur avec une épaisseur de film d’autour de 0,2-0,5 mm sont largement utilisés. D’autre 

part, les colonnes à large diamètre de 0,5 mm de diamètre intérieur avec des diamètres de 0,3 à 

0,5 mm sont préférées pour les injections sans fractionnement (splitless) [37,46]. 

La volatilité et la polarité des composants des huiles essentielles font de la 

chromatographie en phase gazeuse capillaire la technique de choix pour leur analyse, car les 

Huiles essentielles en général sont des mélanges complexes de composants ayant des 

caractéristiques physico-chimiques similaires. Une séparation exhaustive des huiles essentielles 

peut de préférence être obtenue en combinant deux phases stationnaires de polarité différente. 

L’identification est généralement effectuée soit par des données chromatographiques (indices 
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de Kováts, indices de rétention linéaire, temps de rétention relatif), mesurables avec un 

détecteur universel tel que le FID, soit par des données spectrales, principalement par 

spectrométrie de masse (CPG-SM) [48]. 

c. La Chromatographie sur colonne est la méthode la plus courante de fractionnement des 

huiles essentielles et la séparation de leurs hydrocarbures et des composants oxygénés. Les 

hydrocarbures sont séparés sur du gel de silice par élution avec du pentane ou de l’hexane [49]. 

Cependant, certains des composés réactifs présents dans les huiles essentielles ont tendance à 

s’isomériser lorsqu’ils sont adsorbés sur le gel de silice [50]. Ce phénomène peut être évité ou 

minimisé en maintenant la température de la colonne basse, en utilisant un adsorbant dépourvu 

d’impuretés métalliques à l’état de traces, et en adsorbant l’huile sur des colonnes déjà 

mouillées par le solvant de développement, ou en le désactivant par l’ajout de 5 à 7 % d’eau. 

Après désorption des composants non polaires de la colonne, les composés oxygénés peuvent 

être élués par ordre croissant de polarité en appliquant un gradient d’élution avec des solvants 

tels que l’éther diéthylique, l’acétate d’éthyle, les hydrocarbures chlorés et le méthanol dans le 

pentane ou l’hexane, ce qui donne un certain nombre de fractions, et éventuellement quelques 

composants purs [49]. 

d. La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CPG/SM) 

est une technique sophistiquée par laquelle la SM agit comme un détecteur pour les composés 

séparés par une CPG. Les composés isolés sont illustrés sous la forme d’une série de pics. Les 

équipements modernes de CPG/SM disposent de bibliothèques informatisées et de systèmes de 

recherche avancés. Le spectre de masse de chaque composé détecté peut être instantanément 

pris et examiné à partir de plusieurs milliers de spectres de masse contenus dans des 

bibliothèques informatisées pour identification [51]. Les données du spectre de masse ne 

peuvent pas toujours suffire à elles seules pour une identification correcte. Si un composé 

présente un spectre de masse et des données de rétention identiques à ceux d’un composé connu, 

ils sont alors considérés comme identiques. Cependant, en cas de doute, la co-injection avec un 

échantillon standard du composé prévu, ou l’injection de la même huile dans une colonne de 

polarité différente doit être appliquée. La solution idéale au problème pourrait être l’isolement 

du composé en quantité suffisante pour effectuer une mesure RMN ou pour compléter l’analyse 

par des données FT-IR. Dans le cas de nouveaux composés, l’analyse des données de 

fragmentation donne un indice de sa structure chimique [48]. 

e. La spectroscopie RMN 13C est généralement utilisée pour l’élucidation des structures 

moléculaires d’espèces chimiques isolées. De plus, elle permet d’analyser un échantillon 

d’huile essentielle sans séparation préalable de ses composants [41]. Cependant, l’application 
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de la spectroscopie RMN 13C à l’analyse d’huiles essentielles et de mélanges complexes 

similaires offre des avantages particuliers, pour confirmer les résultats d’analyse obtenus par 

CPG-SM et pour résoudre certains problèmes rencontrés avec des composants de mélanges non 

volatils ou des composés thermiquement instables, puisque l’analyse est effectuée à température 

ambiante. L’analyse qualitative d’une huile essentielle est basée sur la comparaison du spectre 

des huiles, en utilisant le découplage à large bande, avec les spectres des constituants de l’huile 

pure qui doivent être enregistrés dans des conditions identiques en ce qui concerne le solvant, 

la température, etc [48]. Avec une analyse minutieuse du spectre, tous les principaux 

composants d’une huile peuvent être identifiés et même quantifiés. 

5. Stabilité des huiles essentielles 

En raison de leur relation structurelle au sein d’un même groupe chimique, les 

composants des huiles essentielles sont connus pour se convertir facilement les uns en les autres 

par des réactions d’oxydation, d’isomérisation, de cyclisation ou de déshydrogénation, 

déclenchées soit enzymatiquement soit chimiquement [39]. Ces processus de vieillissement 

s’accompagnent généralement d’une perte de qualité plus ou moins prononcée. Outre le 

développement fréquent de saveurs désagréables et souvent piquantes, des changements de 

couleur ou des changements de consistance jusqu’à la résinification ont été signalés aussi bien 

lors de la dégradation des huiles essentielles que des terpénoïdes simples. Lors de l’évaluation 

de la stabilité des huiles essentielles, il faut garder à l’esprit que la composition chimique peut 

déjà varier dans la matière première, étant influencée par la santé des plantes, le stade de 

croissance, l’habitat, y compris le climat, les facteurs environnementaux, ainsi que le moment 

de la récolte [40].  

Par exemple, on peut fréquemment rencontrer dans les huiles essentielles stockées 

l’oxyde de caryophyllène qui est un produit secondaire stable important qui résulte de 

l’oxydation à l’air du sesquiterpène caryophyllène [52]. En outre, il a été fréquemment signalé 

que le carveol et son produit d’oxydation, la carvone, résultaient de la réaction des peroxydes 

au cours de l’auto-oxydation du limonène avec l’oxyde de limonène. D’autre part, certains 

terpénoïdes oxygénés tels que le menthol, le 1,8-cinéol et la menthone ne formaient pas 

d’hydroperoxydes lors de l’oxydation, mais étaient directement convertis en cétones, acides, et 

aldéhydes [53]. 

Étant donné que les terpénoïdes ont tendance à être à la fois volatils et thermolabiles et 

qu’ils peuvent être facilement oxydés ou hydrolysés selon leur structure respective, il est bien 

admis que la composition chimique des huiles essentielles dépend en outre des conditions 

pendant le traitement et le stockage du matériel végétal, lors de la distillation ainsi que lors de 
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la manipulation ultérieure de l’huile elle-même. Par conséquent, les facteurs externes tels que 

la température, la lumière et l’accessibilité à l’oxygène atmosphérique doivent être 

soigneusement pris en compte [38]. En outre, la composition des huiles essentielles, les 

structures des composés et la présence d’impuretés peuvent également régir la stabilité. 

6. Applications des huiles essentielles  

Les huiles essentielles (HEs), extraites de plantes aromatiques, sont des produits naturels 

intéressants et représentent une importante partie de la pharmacopée traditionnelle. L’utilisation 

de certaines HEs comme agents antimicrobiens et pharmaceutiques alternatifs a suscité un 

intérêt considérable récemment. La plupart des HEs et leurs constituants uniques ont été 

signalés comme inhibant plusieurs phytopathogènes, agents pathogènes humains et insectes, 

ainsi que leurs utilisations efficaces dans les industries alimentaires et pharmaceutiques 

a. En Pharmacologie  

-  Activité antioxydante : Les huiles essentielles sont riches en composés phénoliques et 

c’est pourquoi elles ont fait l’objet de nombreuses recherches pour évaluer leur activité en tant 

qu’antioxydants ou capteurs de radicaux libres. Les espèces réactives de l’oxygène peuvent 

réagir avec les lipides, les protéines et les acides nucléiques, provoquant un stress oxydatif et 

des altérations moléculaires liés au cancer, aux maladies cardiovasculaires, le diabète, le 

vieillissement et les maladies neurodégénératives. Les propriétés de piégeage des radicaux et 

les propriétés antioxydantes du dosage des radicaux DPPH à température ambiante ont a été 

prouvé pour les huiles essentielles de basilic, cannelle, girofle, noix de muscade, origan, et 

thym. L’action de l’huile essentielle de citrus limonum Risso pour contrôler la peroxydation 

lipidique induite par les radicaux libres et de prévenir les dommages tissulaires de la peau [54]. 

- Activité anticancéreuse : L’activité anticancérigène est la capacité d’une substance 

spécifique à neutraliser ou d’inhiber complètement le développement d’un agent cancérigène. 

Le mécanisme général de l’effet cytotoxique de l’huile essentielle de plante est principalement 

dû à la présence de phénols, d’aldéhydes et d’alcools [55]. En particulier, la toxicité pour les 

mammifères diminue de manière significative avec l’augmentation de la lipophilie moyenne 

des composants de l’huile essentielle, tandis que la toxicité pour les bactéries et les 

champignons augmente simultanément de manière significative avec l’augmentation de la 

lipophilie [54,55]. Ce mode d’action fait référence au rôle extraordinaire des HEs parmi les 

composés naturels, en particulier de leurs constituants hautement lipophiles. Les mécanismes 

cellulaires de prévention des cancers par les traitements à base d’HE ont également été 

considérés comme étant dus à l’induction de l’apoptose cellulaire. Il a également été suggéré 
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que la voie des cellules cancéreuses est sensible aux actions inhibitrices des isoprénoïdes 

végétaux en réduisant la taille des cellules tumorales chez les patients [58]. Certaines HEs ont 

montré une activité anticancéreuse potentielle contre le cancer du foie, du poumon, du côlon et 

de la prostate, comme l’Artemisia lavandulaefolia et son principal constituant, le 1,8-cinéol, 

contre un carcinome épidermique de la bouche [59]. L’ HE de citrus limettioides Tan inhibe le 

cancer du côlon en induisant l’apoptose cellulaire [60]. L’HE du thymus vulgaris a montré la 

plus forte cytotoxicité envers le cancer de la prostate, du poumon et du sein. D’autres études 

ont démontré que certains constituants uniques comme le carvacrol, le thymol, le limonène et 

le citral ont eu un effet cytotoxique prometteur sur différentes lignées cellulaires cancéreuses 

humaines, principalement en raison de l’induction du dysfonctionnement mitochondrial. 

[61,62]. 

- Activité anti-inflammatoire : Les troubles inflammatoires sont associés à des douleurs, 

des rougeurs et des gonflements, entraînant la perte de fonctions vitales. Le mécanisme possible 

de la propriété anti-inflammatoire des huiles essentielles a été suggéré pour concurrencer l’acide 

arachidonique pour son incorporation dans la membrane. Ainsi, l’acide arachidonique génère 

des prostaglandines et des eicosanoïdes légèrement modifiés, qui induisent une inflammation 

moins importante par une induction réduite de la COX-2 [55]. D’autres études ont montré que 

le principal composant de l’huile de théier (l’arbre a thé), le terpinen4-ol, supprime la 

production de médiateurs inflammatoires en activant les monocytes in vitro et réduire 

l’inflammation [63].  

Généralement, les HEs ont des propriétés plus efficaces et plus analgésiques que de nombreux 

analgésiques pharmaceutiques. L’utilisation des HEs présente de nombreux avantages dans le 

traitement de l’inflammation, car elle a moins d’effets secondaires que de nombreux 

médicaments synthétiques et traditionnels [64]. 

- Activité antimicrobienne : Diverses huiles essentielles ont prouvé leur activités 

antimicrobiennes contre un large spectre de souches bactériennes et fongiques pathogènes. Elles 

peuvent donc être utilisées pour la conservation des aliments, des médicaments et des 

cosmétiques. Des études ont montré l’utilisation des huiles essentielles dans l’industrie 

alimentaire comme agents d’assainissement naturels. Cependant, l’huile essentielle de 

Laserpitium garganicum subsp a montré une très bonne activité contre certains 

phytopathogènes et champignons humains opportunistes (tuberculose par exemple). En outre, 

deux chémotypes bien définis d’huile essentielle de thymus schimperi présentaient une activité 

antifongique contre tous les isolats fongiques testés (Penicillium chrysogenum, Verticillium sp., 

Aspergillus tubingensis, A. minutus, Beauveria bassiana et Microsporum gypseum) [54].  



Chapitre I : Synthèse bibliographique  
 

18 
 

b. En industrie  

Il est largement reconnu que les huiles essentielles ont de puissantes activités 

thérapeutiques. Cependant, étant donné leur grande volatilité, leur hydrophobie et leur nature 

sujette à l’oxydation, leurs applications sont souvent limitées. Avec l’avènement de techniques 

émergentes telles que les micros et nanotechnologies, des applications étendues des huiles 

essentielles se sont matérialisées dans différents domaines. 

 Les caractéristiques antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles ont 

permis leur exploration dans des emballages actifs, qui permettent de prolonger la durée de 

conservation tout en maintenant la qualité des aliments [65]. D’autre part, leur encapsulation 

dans des systèmes de nanotransporteurs permet de cibler et de moduler leur libération, 

renforçant ainsi leur potentiel pharmacologique pour les applications biomédicales [40]. En 

plus de leur pouvoir parfumant, elles servent d’antimicrobiens dans les matériaux de l’industrie 

textile, tandis que leurs effets biocides les rendent efficaces en tant que pesticides écologiques 

pour les utilisations agricoles [66]. 

c. En Aromathérapie 

Le recours aux thérapies alternatives et complémentaires avec la médecine traditionnelle 

a pris de l’ampleur. L’aromathérapie tire son nom du mot « arôme », qui signifie parfum ou 

odeur, et de la thérapie, qui signifie traitement. C’est l’une des thérapies complémentaires qui 

utilisent les huiles essentielles comme principaux agents thérapeutiques pour traiter plusieurs 

maladies. Elle a vu le jour après que les scientifiques aient découvert les propriétés antiseptiques 

et de perméabilité cutanée des huiles essentielles [67]. L’inhalation, l’application locale et les 

bains sont les principales méthodes utilisées en aromathérapie qui utilisent ces huiles pour 

pénétrer la surface de la peau humaine avec une aura marquée. Une fois que les huiles sont dans 

le système, elles se remodèlent et agissent de manière conviviale sur le site du 

dysfonctionnement ou sur la zone affectée. Ce type de thérapie utilise diverses variations et 

combinaisons pour soulager de nombreuses affections comme la dépression, l’indigestion, les 

maux de tête, l’insomnie, les douleurs musculaires, les problèmes respiratoires, les affections 

cutanées, les articulations enflées, les complications liées à l’urine, etc. [68,69]. De nombreuses 

plantes sont utilisées en aromathérapie en raison de la présence d’huiles essentielles ou volatiles 

dans différentes matières végétales comme les fleurs, les écorces, les tiges, les feuilles, les 

racines, les fruits, etc. Parmi les plantes utilisées en aromathérapie, citron, citron vert, orange 

douce, Tangerine, mandarine (écorce de fruit), cannelle (écorce), citronnelle, petit-grain, 

palmarosa, patchouli (feuilles), géranium, lavande, romarin (plante entière), gingembre, vétiver 

(racines), jasmin, rose, ylang-ylang (fleurs) [70]. 
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7. Effets synergiques et antagoniste des huiles essentielles  

L’Effet synergique est l’effet de l’interaction entre des substances chimiques ou des 

structures biologiques qui se traduit par un effet global supérieur à la somme des effets 

individuels de l’une d’entre elles. L’effet produit par les actions opposées de deux (ou plusieurs) 

groupes chimiques est connu comme un effet antagoniste. 

Les huiles essentielles extraites sont supposées avoir une activité liée à leur composition 

respective, à leurs groupes fonctionnels, à la possibilité d’interactions synergiques entre leurs 

composants, aux proportions dans lesquelles ces huiles sont présentes et à la configuration 

chimique des composants qui les composent [71] 

  Le véritable potentiel des huiles essentielles n’a pas encore été exploré. Le potentiel 

antioxydant peut être accru par les interactions synergiques entre les différents composés 

antioxydants présents dans les huiles essentielles des plantes. Les interactions synergiques 

diminuent le besoin de doses de différents médicaments en combinaison, réduisant ainsi les 

effets secondaires causés par les concentrations élevées d’un seul médicament [72]. 

Des études sur les effets antioxydants et antimicrobiens des huiles en combinaison ou 

leur composé majoritaire ont montré des résultats prometteurs. Une combinaison d’HE 

coriandre/HE graines de cumin a présenté une activité antibactérienne et antioxydante 

synergique et peut être utilisée comme source potentielle d’agents antibactériens et 

antioxydants naturels sûrs et puissants dans les industries pharmaceutiques et alimentaires. 

Leurs interactions synergiques peuvent augmenter leur efficacité antibactérienne et 

antioxydante à une concentration suffisamment faible, ce qui peut réduire leurs effets 

secondaires indésirables et faciliter leur utilisation dans les systèmes de conservation des 

aliments [73]. L’analyse chimique a révélé que le linalool de l’huile de graines de coriandre et 

l’acide p-coumarique de l’huile de graines de cumin étaient les composés bioactifs responsables 

des activités antibactériennes et antioxydantes synergiques [73]. 

Avec l’augmentation des bactéries résistantes aux antibiotiques et le manque de 

nouveaux antibiotiques mis sur le marché, il faut trouver des stratégies alternatives pour faire 

face aux infections résultant de bactéries résistantes aux médicaments. Une solution possible 

pourrait consister à combiner les antibiotiques existants avec des produits phytochimiques afin 

d’améliorer l’efficacité des antibiotiques. Selon des études in vitro, les huiles essentielles (HEs) 

et leurs composants constituent un groupe de substances phytochimiques qui auraient de tels 

effets. Entre autres, les HEs contenant du carvacrol, du cinnamaldéhyde, de l’acide cinnamique, 

de l’eugénol et du thymol peuvent avoir un effet synergique en combinaison avec des 

antibiotiques [74]. Plusieurs modes d’action ont été mis en avant par lesquels les antibiotiques 
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et les composants des huiles essentielles peuvent agir en synergie, par exemple en affectant de 

multiples cibles, par des interactions physico-chimiques et en inhibant les mécanismes de 

résistance aux antibactériens. De nombreux essais signalés montrent une additivité ou une 

synergie modérée, ce qui indique que les HEs peuvent offrir des possibilités de réduire 

l’utilisation des antibiotiques [75]. 
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I. Extraction, purification et identification  

1. Carthamus caeruleus  

La plante a été récoltée en mois de Mai 2016 près de Beni snous dans la wilaya de 

Tlemcen. La partie utilisée été les racines. Après séchage à l’air libre (20-30 °C) dans un endroit 

sec et sombre. L’huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation à l’aide d’un un appareil 

de type Clevenger. 

L’hydrodistillation a été réalisée à plusieurs reprises afin d’obtenir un maximum d’huile 

essentielle. L’huile essentielle a été analysée par CPG et CPG/SM afin d’identifier sa 

composition chimique. 

L’hydrolat a été collecté les premières heures de l’hydrodistillation, 30 minutes après le 

reflux. 250 mL d’hydrolat a été extrait 3 fois avec 50 mL de l’éther diéthylique. Le solvant a 

été ensuite éliminé par évaporation sous vide à température ambiante. 

L’oxyde de carlina a été séparé en utilisant une chromatographie sur colonne de gel de 

silice (FC, gel de silice 200-500 lm) élue en utilisant de l’hexane et hexane acétate d’éthyle 

comme éluant en augmentant la polarité avec des gradients de 100 % allant à 90-10 %. 

2. Anacyclus Valentinus  

La plante a été récoltée entre la fin Avril et début mai 2017 sur 11 stations prés de Tlemcen. 

La partie aérienne de la plante a été utilisée sèche. L’huile essentielle a été obtenue par 

hydrodistillation via un montage de type Clevenger pendant 3 heures. La composition chimique 

a été déterminée par l’analyse CPG/SM. L’identification des composés chimique a été établie 

de la manière que précédemment. 

La séparation de l’huile essentielle en deux fractions (polaire et apolaire) a été procéder 

par chromatographie sur colonne. La fraction appolaire a été obtenue par l’utilisation du pentane 

100 % quant à la fraction polaire a été obtenue par l’éther diethylique. On s’est intéressé à 

l’étude de la fraction oxygénée. 

3. Chrysanthemum coronarium  

La partie aérienne de C. coronarium a fait l’objet de notre travail, de ce fait, la récolte a 

été effectuée entre la fin Avril et début Mai 2018 à Saf-Saf (Tlemcen). L’huile essentielle a été 

extraite par hydrodistillation de la matière sèche pendant 3 heures. L’identification de la 

composition chimique et le fractionnement a été réalisée de la même façon que pour A. 

valentinus   

Les parties aériennes de A. verticillata ont été collectées dans l’ouest de l’Algérie 

pendant la floraison (Mai-Juillet 2019). L’origine géographique des différents échantillons et 
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le numéro de coupon de chaque échantillon analysé sont indiqués dans le tableau 1. L’huile 

essentielle a été obtenue par hydrodistillation pendant 5 h à l’aide d’un appareil de type 

Clevenger selon la Pharmacopée européenne. 

Tableau 1: Données relatives aux lieux de récolte de A. verticillata 

A.  vert ici l la ta  

Zone   Échanti l l ons    
Code des  

échant i l l ons   
Locat ions  

Rende ment  

(%)  
Alt i tudes  Cl i mat  

Z
o

n
e 

1
 

S1  
AVAT.05.19  Ain 

Temouchent  
2 .3  250 

H
u

m
id

e  

S2  AVBR.05.19  Bensekrane  2.8  263 

S3  AVSS.05.19  Sid i  Safi  2 .2  220 

S4  AVBS.05.19  Beni saf  2 .1  95 

Z
o

n
e 

2
 

S5  AVZT.05.19  Zari fet  3 .2  835 H
um

ide et frais  

S6  AVAF.05 .19  Ain fet touh  2.9  1125 

S7  AVM.05.19  Mafrouche  2 .8  1100 

S8  AVLS.05.19  Lal la  Se tt i  3 .6  1000 

 

4. Identification de la composition des échantillons   

Les analyses de la chromatographie en phase gazeuse ont été effectuées à l’aide d’un 

appareil Perkin Elmer Auto System XL équipé d’un système de détection par ionisation à 

flamme double et de colonnes capillaires en silice Rtx-1 fondue (60 mx 0,22 mm d’épaisseur 

de film 0,25 µm ; méthylsiloxane). La température du four a été programmée par augmentation 

de 60 à 230 °C avec 2 °C/min et a ensuite été maintenue isothermiquement à 230 °C pendant 

35 min. Injecteur et détecteur les températures ont été maintenues à 280 °C. L’azote a été utilisé 

comme gaz vecteur. Le volume d’injection était de 0,1 μL. 

Les échantillons ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

masse à l’aide d’un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo (quadripôle) couplé à un système 

Perkin Elmer Autosystem XL équipé de colonnes capillaires en silice fondue Rtx-1 et de Rtx-

Wax (température de la source d’ions, énergie d’ionisation de 150 °C, 70eV). L’énergie 

d’ionisation SM a été acquise sur une plage de masse comprise entre 35 et 350 Da (temps de 

balayage, 1 s). Les autres conditions du CPG/SM étaient comme décrites pour CPG, sauf que 

le split était de 1/80. L’hélium a été utilisé comme gaz vecteur. 

L’identification de chaque composé de l’huile essentielle a été réalisée par comparaison 

avec : 
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*Des indices de rétention calculés respectivement sur des colonnes polaires et apolaires 

avec ceux des composés standard (bibliothèque de laboratoire « Arôme ») ou ceux rapportés 

dans la littérature.  

*Spectres de masse (impact électronique) avec ceux de composés standard (bibliothèque 

de laboratoire) ou ceux présents dans des banques informatisées.  

La quantification des constituants a été effectuée à l’aide d’un détecteur à ionisation de 

flamme par standardisation interne des zones de pics en utilisant les facteurs de réponse calculés 

par rapport au tridécane (0,7 g.100 g – 1) utilisé comme étalon interne. 

II. Étude statistique  

1. Analyse en Composantes Principales (ACP)  

Pour mieux comprendre la relation entre les composés volatils présents dans les 

différents échantillons ,une analyse en composantes principales (ACP) a été appliquée aux 

résultats expérimentaux. 

L’analyse en composantes principales est une méthode statistique appropriée pour 

l’analyse des données sur la composition des huiles essentielles. Cette analyse a été 

fréquemment utilisée pour l’évaluation des similitudes et des différences entre les résultats [76]. 

2. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) 

L’analyse exploratoire des données, telle que l’ACP, est utilisée principalement pour 

déterminer les relations générales entre les données. Il faut parfois répondre à des questions 

plus complexes, par exemple les échantillons se divisent-ils en groupes ? L’analyse par clusters 

est une approche bien établie qui a été développée principalement par des biologistes pour 

déterminer les similitudes entre les organismes [76]. 

Diverses techniques d’analyse des clusters (AC) ont été développées et utilisées avec 

succès pour faciliter la visualisation de matrices de données multidimensionnelles en réduisant 

la dimensionnalité. Les variables ayant des caractéristiques similaires sont proches les unes des 

autres sur les dendrogrammes de l’AC, tandis que les variables ayant des caractéristiques 

différentes sont éloignées les unes des autres. En raison de la bonne visualisation des résultats, 

l’AC est généralement combinée avec d’autres méthodes multi variées (principalement avec 

l’ACP) [77]. 
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III. Hémisynthèse de quelques analogues de carlina oxyde   

1. Schéma et procédure pour l’hémisynthèse d’un analogue comprenant une 

liaison amide  

Les réactions de formation de la liaison amides font parties des transformations les plus 

importantes de la chimie organique et de la biochimie en raison de la présence d’amides dans 

les produits pharmaceutiques, les produits naturels, ils sont également présents dans un grand 

nombre de matériaux industriels, notamment des polymères, des détergents et des lubrifiants 

[78]. 

La méthode la plus courante de préparation d’amide implique la réaction des dérivés 

d’acide carboxylique activés, tels que les chlorures, les anhydrides ou des esters avec des 

amines. ou bien la réaction directe des acides carboxyliques avec des amines assistées par des 

quantités stœchiométriques de réactifs de couplage tels que les carbodiimides ou les dérivés de 

1H-benzotriazoles [79].  

Le schéma proposé comprend une étape qui permet le passage de carlina oxyde a un 

composé comportant un groupe nitro par une nitration, suivit d’une réduction afin d’obtenir une 

amine qu’on fait réagir avec un acide carboxylique pour générer un analogue incluant une 

liaison amide. 

 

 

 2-Nitro-5-(3-phenyl-prop-1-ynyl) -furane (IM1)   

Les dérivés nitrés d’hétérocycles à cinq chaînons présentent un intérêt considérable : 

certains sont biologiquement actifs avec des propriétés anti-inflammatoires ou possède une 

activité vasodilatatrice les autres sont utilisés comme intermédiaires réactionnels dans la 

synthèse de nombreux composés biologiquement actifs [80]. 

La nitration d'hétérocycles à cinq chaînons tels que les furanes est généralement 

effectuée avec un mélange d'acide nitrique concentré (ou fumant) et d'acide sulfurique 

concentré, ou dans certains cas avec de l'acide nitrique concentré et de l'anhydride acétique 

suivi de pyridine [80,81]. 

 

 

 

Schéma 1: Chemin réactionnel proposé de l’hémisynthèse d'un analogue de carlina oxyde 
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Mode opératoire 1 :  

 

 

 

 

200 mg de carlina oxyde ont été dissoutes dans 0.8 mL à température ambiante. La 

solution préparée est ajoutée goutte à goutte à une solution de l’acide nitrique 0.3 mL dans 0.4 

mL d’anhydride acétique entre -15°C et -5°C. L’agitation est poursuivie à -15°C pendant 1H. 

Le mélange est par la suite versé dans de la glace et agité pendant 2H et laissé à température 

ambiante pendant 24 H. Au-delà de 24 H un précipité se forme. Ce dernier est dissout dans 

l’éther diethylique, laver avec l’eau, séché et le solvant est éliminé par évaporation. Le produit 

obtenu a été purifié par hexane-éther diethylique (90-10%). 

Mode opératoire 2 : 

 

 

 

 

Un mélange de l’anhydride trifluoroacétique et acide nitrique a été refroidi à -15°C. 

Après 1 heure une solution de carlina oxyde dans l’anhydride trifluoroacétique est ajoutée 

graduellement au mélange réactionnel en maintenant la température à -15°C. Le système est 

gardé sous agitation pendant 2 heures. L’anhydride trifluoroacetique est par la suite évaporé et 

0.16 mL de pyridine est ajoutée. Le mélange réactionnel est mis sous agitation pendant 15 

minutes. La pyridine est par la suite évaporée et le produit obtenu sous forme pâteux est mis 

dans la glace est extrait avec l’éther diethylique.  

On s’est arrêté à la première étape pour la synthèse d’un analogue avec une liaison amide 

car la nitration n’a pas eu lieu. 

Schéma et procédure pour l’hémisynthèse d’un analogue de carlina oxyde par 

condensation avec une amine  

Les amines sont souvent présentes dans des produits naturels, ayant des structures assez 

complexes associées à diverses autres fonctions. 

Les amines jouent un rôle important dans la survie de l’organisme vivant. Elles 

participent à la création des acides aminés, éléments constitutifs des protéines chez les êtres 

vivants. De nombreuses vitamines sont également construites à partir d'acides aminés. Les 

Schéma 2: Nitration de carlina oxyde méthode 1 

Schéma 3: Nitration de carlina oxyde méthode 2 
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amines biogènes sont des composés azotés d’importance. Ils peuvent être présents dans les 

aliments crus et transformés.  

Ce schéma est basé sur la réaction de substitution d’un alcool par une amine. La 

première étape consiste en une formylation de Vilsmeir-Haak afin d’obtenir un aldéhyde qui va 

par la suite être réduit en alcool. Ce dernier étant un mauvais groupe partant est transformé en 

un bon groupe partant par tosylation qui sera substitué par la suite par une amine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1. 5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl) furan-2-carbaldehyde (IM 2) : 

La formylation de composés organiques avec des formamides de substitution est l'une 

des méthodes les plus largement utilisées pour la préparation des aldéhydes aromatiques et 

hétérocycliques. Un groupe aldéhyde peut être introduit dans divers cycles aromatiques et 

hétérocycliques par l'une ou l'autre des réactions suivantes : Gattermann, Gattermann-Koch, 

Reimer-Tiemann, Duff [82]. 

En 1927, Vilsmeier et Haack ont observé que le N-méthylformanilide peut formyler des 

dérivés de l'aniline en présence de POCl3 [83]. Plus tard, la réaction a été étendue en utilisant 

des dérivés simples du formamide comme le N,Ndiméthylformamide, la N-formylpipéridine, 

la N-formylmorpholine, etc. Pour formyler des substrats aromatiques et aliphatiques riches en 

électrons, et ces types de réactions sont connus sous le nom de réactions de Vilsmeier-Haack. 

le réactif de Vilsmeier-Haack est produit lorsqu'un formamide ou un amide disubstitué, 

généralement le N,N-diméthylformamide (DMF), est traité avec un halogénure d'acide, souvent 

de l'oxychlorure de phosphore, mais dans une moindre mesure, du chlorure d'oxalyle [84]. 

Schéma 4: Chemin réactionnel pour l'hémisynthèse d'un analogue de carlina oxyde 
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 Mode opératoire 1 : Une quantité de 0,85 mL de POCl3 a été ajoutée goutte à goutte à 

0,80 mL de DMF anhydre à 0 °C; le mélange a été laissé pendant 20 minutes.  Sous 

refroidissement externe 8,23 mmol d'oxyde de carlina, isolé de l'huile essentielle des racines de 

carthamus caeruleus ont été ajoutés lentement, en évitant une surchauffe de mélange à une 

température au-dessus de 50°C. Après avoir ajouté le produit entier, le mélange a été laissé sous 

agitation pendant 45 minutes à 90°C et versé chaud sur la glace. Le mélange obtenu a été 

neutralisé avec 60% de K2CO3. La phase organique est extraite 3 fois avec du chloroforme 

séché sous MgSO4. Après élimination sous vide du solvant, le résidu obtenu sous forme d’une 

pâte noire a été purifié par colonne chromatographique sur gel de silice avec un mélange [80 

:20] de cyclohexane-éther diéthylique. 

 Mode opératoire 2 : le même mode opératoire a été reproduit en ajoutant un piège à 

gaz HCl et quelques gouttes de la triethyle amine  

2.2. (5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)methanol (IM3) 
 

 

 

 

 

 

 

 

0.4 mmol de IM8 est dissoute dans le THF sec à laquelle 3éq de NaBH4 sont ajoutées. 

Le système est mis sous agitation de -10 à 5 °C pendant 1H. La réaction est arrêtée par l’ajout 

de l’eau froide. Le mélange réactionnel est extrait avec de l’acétate d’éthyle. La phase organique 

est lavée avec de la saumure, séchée avec MgSO4, filtré et le solvant est éliminé par évaporation. 

Schéma 5: Formylation de vilsmeier-Haack 

Schéma 6: Réduction d’IM 2 
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2.3. (5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)methanol toluene sulfonate (IM4) 

 

 

 

 

100 mg de IM3 est dissout dans du dichlorométhane à lequel 4 éq de triéthylamine est 

ajoutée à 0°C. 4 éq de chlorure de tosyl est par la suite ajouté au mélange en petite quantité. La 

réaction est suivie par CCM les premières heures et laisser pendant plusieurs heures à 

température ambiante sous agitation. La réaction n’a pas eu lieu.  

Le chemin réactionnel proposé en schéma 6 a été arrêté à la deuxième étape. Une autre 

alternative a été proposée pour faire une condensation avec une amine. 

2.4. Amination réductrice (IM8-IM12) 

L'amination réductrice est la conversion d'un aldéhyde ou d'une cétone en une amine via 

une imine intermédiaire. Cette réaction est considérée comme le moyen le plus remarquable 

pour synthétiser des amines complexes, et une majorité des amines préparées dans l'industrie 

pharmaceutique sont fabriquées par ce procédé [85]. 

Le choix de l'agent réducteur est très crucial pour le succès de la réaction, car l'agent 

réducteur doit réduire les imines (ou les ions iminium) de manière sélective par rapport aux 

aldéhydes ou aux cétones dans les conditions de la réaction. La réaction d'amination réductrice 

est décrite comme une réaction directe lorsque le composé carbonyle et l'amine sont mélangés 

avec l'agent réducteur approprié sans formation préalable de l'imine ou du sel d'iminium 

intermédiaire. Une réaction par étapes ou indirecte implique la préformation de l'imine 

intermédiaire suivie d'une réduction dans une étape séparée [86]. 

Schéma 7: Protection du groupement hydroxyle par tosylation 
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a. methyl ((5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)methyl)tryptophanate (IM5) 

50 mg de tryptophane de méthyle dissoute dans 2 mL du methanol. 50 mg de IM2 a été 

ajoutée, le tout a été porté sous reflux. Après plusieurs heures (réaction suivie par CCM) NaBH4  

a été ajouté au milieu après refroidissement totale du mélange a une temperature de 0°C, la 

reaction est laissé pendant 1H sous agitation. La reaction n’a pas eu lieu. 

b. 3,4,5-trimethoxy-N-((5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)methyl)aniline (IM 6) et 

3,5-dinitro-N-((5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)methyl)aniline (IM 7) 

Le triacétoxyborohydrure de sodium est un agent réducteur courant pour l'amination 

réductrice des aldéhydes et des cétones. Ce réactif borohydrure est doux et présente une 

sélectivité remarquable comme agent réducteur. Il réduit les aldéhydes de manière sélective par 

rapport aux cétones. Les effets stériques et attracteurs d'électrons des trois groupes acétoxy 

stabilisent la liaison bore-hydrogène et sont responsables de ses propriétés réductrices faibles 

[87]. 

 

 

 

 

 

 

 

100 mg de IM2 et 2 eq de trimethoxy anilline ou 3,5-dinitroaniline (pour la préparation 

de IM6 et IM7 respectivement) sont dissouts dans 5 mL de dichloromethane, puis traités avec 

du triacétoxyborohydrure de sodium (2éq) et de l'AcOH (1éq). Le mélange a été soumis à une 

Schéma 8: Hémisynthèse de l’analogue IM5 

Schéma 9: Hémisynthèse des analogues IM 6 et IM 7 
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agitation à température ambiante sous atmosphère d'azote pendant 24 heures. L’évolution de la 

réaction a été suivie par CCM. La réaction n’a pas eu lieu. 

c. Procédure générale de la préparation de IM8- IM11 :  

L'utilisation fructueuse du cyanoborohydrure de sodium est due à sa stabilité dans des 

solutions acides relativement fortes (pH~3), à sa solubilité dans des solvants hydroxyliques tels 

que le méthanol, et à ses différentes sélectivités à différentes valeurs de pH. La réduction des 

aldéhydes et des cétones se déroulant facilement à pH 3-4. La réaction d'un aldéhyde ou d'une 

cétone avec l'ammoniac, une amine primaire ou secondaire à pH -7 en présence de NaBH3CN 

conduit à la formation d'amines primaires, secondaires ou tertiaires, respectivement, par 

amination réductrice du groupe carbonyle [88]. 

Les chlorhydrates d’ester d’acide aminé utilisés pour la préparation des analogues IM8-

IM11 sont glycine éthyle ester, L-phenylalanine méthyl ester, L-valine méthyl ester et L-

leucine méthyl ester  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IM2 (0,5 mmol) et le chlorhydrate d'ester d'acide aminé correspondant (5eq, 1eq, 5eq, 

5eq) respectivement ont été dissous dans du MeOH (15 mL), puis du NaBH3CN (2eq) a été 

ajouté. Le mélange a ensuite été agité à température ambiante jusqu'à ce que la matière première 

disparaisse. La réaction a été suivie par chromatographie en couche mince (CCM) et RMN 1H. 

À la fin de la réaction, le solvant a été éliminé, le résidu a été lavé à l'eau distillée et extrait 3 

fois avec de l'éther diéthylique. Les phases organiques combinées ont ensuite été séchées sur 

MgSO4 et filtrées. Après élimination du solvant par évaporation, le résidu a été purifié par 

chromatographie sur colonne avec éther diéthylique-cyclohexane pour donner les produits 

correspondants. 

Schéma 10: Hémisynthèse de l'analogue IM 8 -IM 11 

RNH2, HCl/NaBH3CN 



Chapitre II : Matériel et Méthodes  

 

31 
 

d. Procédure générale de la préparation de IM12   

 

IM2 (1 mmol) et 3-(Trifluorométhyl) aniline (1eq) ont été dissous dans du CH3OH 

auquel on a ajouté quelques gouttes d'acide acétique. Le NaBH3CN (1eq) a ensuite été ajouté 

sous agitation. La réaction a eu lieu à température ambiante et a été suivie par CCM et RMN 
1H. À la fin de la réaction, le solvant a été éliminé par évaporation sous vide et le résidu a subi 

le même traitement que les composés précédents. Le produit brut a été purifié par 

chromatographie sur colonne par un mélange de cyclohexane-éther diéthylique comme éluant.  

2.5. Condensation de Knoevenagel  

La réaction de Knoevenagel désigne les réactions de formation de liaisons carbone-

carbone à partir de cétone ou d’aldéhyde avec un composé méthylène activé (X-CH2-Y, où X 

et Y sont des groupes attracteurs d'électrons) pour produire un composé α, β insaturé [89]. 

En général, les réactions de Knoevenagel sont réalisées en utilisant de grandes quantités 

de pyridine comme solvant et de pipéridine comme organocatalyseur. La pyridine est toxique 

et représente un risque important pour la santé, son utilisation comme solvant n'est pas 

souhaitable et devrait être considérablement réduite ou éliminée [90]. De ce fait plusieurs 

méthodes plus écologiques de la condensation Knoevenagel ont été développées en utilisant 

des amines inoffensives ou des sels d'ammonium comme catalyseurs [91]. Une amélioration 

majeure est obtenue lors des condensations de Knoevenagel est réalisées à l'état solide ou sans 

solvant, catalyseur et support dans la masse en fusion stoechiométrique. Les réactions 

rapportées se déroulent quantitativement et sans déchets [92]. 

a. Préparation du composé méthylène activé : 

Le cyano acétate de methyle est un composé méthylène actif, c’est un produit 

commercialisé. À cause de son absence au laboratoire on l’a synthétisé par estérification de 

l’acide cyano-acétique  

 

 

 

Schéma 11: hémisynthèse de l'analogue IM 12 

Schéma 12: Estérification de l’acide cyano-acétique 

NaBH3CN 
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5g de l’acide cyano-acétique est dissoute dans 10 mL de chloroforme à laquelle 3,4 mL 

de MeOH est ajouté avec une quantité catalytique (quelques gouttes) de l’acide sulfurique. Le 

système est porté à reflux pendant 6 heures. À la fin de la réaction, le solvant et l’excès du 

méthanol est éliminé par évaporation sous vide. Le résidu est dissout dans du dichlorométhane 

et neutralisé avec une solution de bicarbonate de sodium 5%. La phase organique est séchée 

avec du MgSO4 et le solvant est évaporé.  

b. Procédure générale de la préparation de IM13 

 

Dans un ballon bicol muni d’un réfrigérant, on fait réagir 50 mg de IM2 avec 23 mg de 

cyano-acétate de méthyle en présence de 2,5 éq de l’acétate d’ammonium sous reflux de 2h à 

80°C. À la fin de la réaction, le mélange est traité avec l’acide chlorhydrique a 5% est extrait 

avec du dichlorométhane. La phase organique est lavée avec une solution saturée de NH4Cl, 

séchée sur MgSO4 et le solvant est éliminer par évaporation sous vide. Le produit obtenu est 

purifié par colonne chromatographique en utilisant l’hexane-éther diethylique (90-10 %) 

comme éluant.  

IV. Étude de l’activité antioxydante  

1. Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH) 

1.1. Principe de la méthode  

Il existe de nombreuses preuves que les radicaux libres causent des dommages oxydatifs 

aux biomolécules, ce qui conduit à l'athérosclérose, au vieillissement, au cancer et à de 

nombreuses autres maladies. Les antioxydants, qui éliminent les radicaux libres, sont connus 

pour leur rôle important dans la prévention de ces maladies induites par les radicaux libres. Les 

remèdes à base de plantes contiennent une grande variété d'antioxydants qui éliminent les 

radicaux libres. Les antioxydants naturels et leur rôle dans la santé et la nutrition suscitent 

actuellement un vif intérêt [93]. 

Le DPPH est un radical stable de couleur violet profond dont la réaction avec d'autres 

radicaux, des agents réducteurs ou des composés capables de transférer des atomes d'hydrogène 

entraîne une perte de couleur à 515 nm. 

 

Schéma 13: Hémisyntèse de l’analogue IM13 
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DPPH ●+ AH → DPPH-H + A● 

DPPH●+ R● → DPPH-R 

Le dosage du DPPH est simple et le moins couteux, ce qui explique sa popularité et son 

utilisation étendue. Seul le réactif, quelques cuves et un spectrophotomètre UV-vis sont 

nécessaires. Les cristaux de DPPH sont dissous dans du MeOH ou de l'EtOH, l'absorbance 

initiale de DPPH est enregistrée, une aliquote de l'antioxydant testé est ajoutée. Le mélange est 

incubé pendant 30 minutes et l'absorbance finale est enregistrée [94,95] 

Le DPPH● est un radical stable, de ce fait, de lentes réactions antioxydantes peuvent être 

détectées expérimentalement. Cependant, la pertinence de ces réactions lentes pour l'extinction 

des radicaux hydroxyles et lipides à courte durée de vie dans les aliments et les tissus est très 

discutable. Même si la raison d'être de longues périodes d'incubation est la détection de l'action 

des produits antioxydants, les radicaux dans les systèmes réels ne survivent pas assez longtemps 

pour rencontrer ces produits, et les produits eux-mêmes réagissent donc ne s'accumulent pas 

pour éteindre les radicaux au fur et à mesure de leur formation dans les réactions. Par 

conséquent, l'orientation du test DPPH doit être modifiée pour déterminer les processus 

précoces qui sont les plus susceptibles d'être actifs avec des radicaux instables tels que HO●, 

HOO●, et NO●. Cela signifie qu'il faut enregistrer les réactions de préférence sur 4 min et pas 

plus de 6-10 min [94]. 

1.2. Mode opératoire  

L'activité anti-oxydante de l’huile essentielle des differents echantillons (huiles 

essentielles, composé majoritaire, analogues ...) a été mesurée en termes de don d'hydrogène ou 

de capacité de piégeage des radicaux à l'aide de la méthode DPPH des radicaux stables. La 

diminution de la capacité des radicaux DPPH a été déterminée par une baisse de leur absorbance 

à 517 nm provoquée par les antioxydants.  

Un volume de 100 µl de différentes concentrations (1 à 50 mL/L) de chaque extrait a 

été ajouté à 25 µL de la solution méthanolique de DPPH (0,5 mM) fraîchement préparée. Après 

incubation dans l'obscurité pendant 30 min et à température ambiante, l'absorbance a été 

mesurée avec un spectrophotomètre à 517 nm.  L'étalon de référence (BHT) était également 

analysé selon la même procédure. Le pourcentage d’inhibition (I%) du radical DPPH a été 

calculé selon la formule suivante :  𝐼% =  [𝐴𝑐 − 𝐴𝑒 ] 𝐴𝑐 ×  100 

Où Ac est l'absorbance de la réaction de contrôle (sans extraits), et Ae est l'absorbance 

en présence d'extraits.  Les IC50 (concentration d’extrait nécessaire pour l’obtention de 50% de 
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la forme réduite du radical DPPH.), sont calculées graphiquement par la régression linéaire des 

graphiques tracés ; Les pourcentages d'inhibition en fonction des différentes concentrations des 

extraits testés. Les Tests ont été réalisés en triplicata. 

2.  Test de la réduction du fer (Ferric reducing antioxidant power : FRAP)  

2.1. Principe de la méthode  

Le mécanisme du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) est basé sur le 

transfert d'électrons plutôt que sur le transfert d'atomes d'hydrogène. Les antioxydants de 

l'échantillon réduisent le complexe Fe3+(CN −) 6 à la forme ferreuse to Fe2+(CN−) 6 colorée en 

bleu suite à l'ajout d'un excès d'ions ferriques (Fe3+), avec une augmentation de l'absorbance à 

700 nm[96].  

2.2. Mode opératoire  

La méthode utilisée pour les échantillons est celle décrite par Oyaizu [97] avec quelques 

modifications. Un millilitre de l'extrait à différentes concentrations (de 0,5 à 50 mg/L) a été 

mélangé avec 2,5 mL de tampon de phosphate (0,2 M, pH=6,6) et 2,5 mL d'une solution de 

ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 à 1 %.  Le tout était centrifugé à 3000 tr/min pendant 10 

min. À la fin, 2,5 mL du surnageant de chaque concentration a été mélangé à 2,5 mL de l'eau 

distillée et 0,5 mL de FeCl3 (0,1 %). Après 30 min d'incubation, les absorbances ont été 

mesurées à 700 nm en utilisant un spectrophotomètre visible à double faisceau contre l'éthanol 

(80 %) comme vide. Le BHT a été utilisé comme témoin positif. Analyses ont été réalisés en 

triplicata. 

3. Test de blanchiment du β-carotène 

3.1. Principe de la méthode  

Le principe de la méthode est basé sur la décoloration de la couleur jaunâtre d'une 

solution de β-carotène due à la rupture de la conjugaison π par réaction d'addition du radical 

lipide ou peroxyle lipide à la double liaison C=C de β-carotène. Le radical est généré par l'auto-

oxydation de l'acide linoléique par chauffage. Lorsque l'antioxydant approprié est ajouté à la 

solution, la décoloration peut être retardée par la réaction de concurrence entre β-carotène et 

l'antioxydant avec les radicaux présents [98]. 

3.2. Mode opératoire  

L’étude de la capacité des huiles essentielles et des mélanges à prévenir le blanchiment 

du β-carotène est effectuée selon la méthode décrite par Bougatef et al [99].  Une solution de 

0,5 mg de β-carotène dans 1 mL de chloroforme a été mélangée à 25 µl d'acide linoléïque et 

200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été évaporé sous pression réduite à 45 °C dans un 
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évaporateur rotatif, puis 100 mL d'eau distillée saturée en oxygène ont été ajoutés et le mélange 

obtenu a été agité vigoureusement. Le milieu réactionnel contient 2,5 mL de l'émulsion β-

carotène/acide linoléique et 0,5 mL des solutions d'extraits ou de la référence antioxydante 

(BHT). Le mélange a été placé dans un bain d'eau et incubé à 50 °C pendant 2 heures. 

L'oxydation de l'émulsion précédente a été suivie par la mesure de l'absorbance de chaque 

échantillon juste après sa préparation (t = 0 min) et à des intervalles de 15 min jusqu'à la fin de 

l'expérience (t = 120 min) à 470 nm. Le contrôle négatif contient 0,5 mL d'eau distillée au lieu 

des huiles essentielles et de l'antioxydant standard. L'activité antioxydant a été exprimée en 

pourcentage d'inhibition par rapport au contrôle négatif selon l'équation suivante : 

% = [1- (At0- At120) test / (At0-At120) contrôle] x 100 

Où At0 : absorbance initial (t = 0 min), At120 : absorbance au temps t= 120 min.  

Les IC50 ont été calculées graphiquement par la régression linéaire des graphiques 

tracés; les pourcentages d'inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits 

testés. Les tests ont été effectués en triplicata. 

V. Étude de l’activité antifongique  
Les souches fongiques Penicillium expansum, Aspergillus niger, Trichoderma sp. 

Aspergillus flavus et Rhizopus oryzae, responsables de la pourriture de l'olive, ont été isolées 

directement des fruits dans les champs. Toutes les espèces fongiques isolées ont été transférées 

dans des boîtes de Pétri de 9 cm stérilisées à l'acide lactique (20%) pour arrêter la croissance 

des souches. Les plaques ont été incubées à 25 °C pendant 14 jours dans l'obscurité. Chaque 

souche fongique a été identifiée sur la base de ses caractéristiques morphologiques et 

microscopiques en suivant la bibliographie [100,101].   

1. Essai antifongique in vitro 

L'activité antifongique des extraits testés contre les souches de champignons a été 

réalisée par la technique du contact direct en suivant le mode opératoire décrit Singh et al [102] 

par des concentrations allant de 10 à 100 mg/L ont été obtenues en ajoutant 0,5 mL de solutions 

préalablement préparées dans un tube contenant 9,5 mL de milieu PDA à une température 

comprise entre 45 et 50 °C. Après homogénéisation à l'aide d'un vortex, le contenu des tubes a 

été versé dans des boîtes de Pétri. On a laissé les boîtes sécher pendant 15 à 20 minutes. Une 

boîte de Pétri contenant 10 mL de milieu PDA sans extrait a été utilisée comme témoin négatif. 

Un disque mycélien de 9 mm de diamètre, découpé à la périphérie de la pré-culture de 5 jours, 

a été inoculé de manière aseptique au centre de chaque boîte de Pétri. Toutes les boîtes de Pétri 

ont été scellées avec un parafilm stérile et incubées à 28 °C pendant 9 jours. L'efficacité du 
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traitement a été évaluée quotidiennement en mesurant la moyenne des deux diamètres 

perpendiculaires de chaque colonie. Le pourcentage d'inhibition de la croissance des deux 

champignons testés, par rapport au témoin, a été calculé jusqu'au 9e jour, en utilisant la formule 

suivante [103].  I% = DC −  DTDC  x 100 

Où DC est le diamètre de la croissance mycélienne du témoin négatif, DT est le diamètre 

moyen du champignon de la colonie de traitement. 

2. Essai antifongique in vivo de l’huile essentielle de C. caeruleus et carlina oxyde 

L'activité antifongique in vivo de l'huile essentielle et de l'oxyde de Carlina sur des 

pommes inoculées par injection a été réalisée selon la méthode de Tian et al [104]. Les pommes 

ont été sélectionnées en fonction de leur maturité, de leur uniformité et surtout de l'absence de 

symptômes visibles de pourriture à leur surface. À l'aide d'un coton-tige, 106 spores/mL de 

l'inoculum fongique préparé au préalable ont été grattées à la surface des colonies et remises en 

suspension dans de l'eau distillée contenant 0,5% de Tween 80. Des papiers filtres de 4 cm de 

diamètre ont été imprégnés de 0,01 mg d'huile essentielle et d'oxyde de carlina et placés dans 

des récipients en polystyrène (1L) (sans aucun solvant) pour atteindre une concentration finale 

de 0,01 mg/L d'air. Des expériences de contrôle ont été réalisées sans aucun traitement. 

Les concentrations capables d'inhiber 50 % de la croissance du mycélium (IC50) ont été 

calculées graphiquement par la régression linéaire des graphiques tracés. 

3. Effet protecteur des huiles essentielle de A. valentinus et C. coronarium sur les 

pommes et les poires  

Trois fruits (pommes, poires) similaires en termes de taille, de maturité, d'apparence et 

sans défaut physique ont été sélectionnées. Les fruits étaient stérilisés en surface à l'aide d'une 

solution d'éthanol à 70 % pendant 2 minutes et rincé à l'eau distillée (10 min chacun) et séché 

à l'air libre. Un cure-dent stérile a été inséré à une profondeur d'environ 0,3 cm, et les zones 

blessées ont été inoculées avec une gouttelette de la suspension conidienne de P. expansum.  

Dans une boîte en polystyrène (1 L) un papier absorbant imprégné d'un volume de 0,02 mL 

d'huile essentielle a été introduit. 

4. Effet préventif des huiles essentielle d’A.valentinus et C. coronarium sur les 

pommes et les poires  

En ce qui concerne l'activité préventive, le même traitement décrit précédemment avec 

(0,02 mL/L d'air) d'huile essentielle mais sans inoculation. Les témoins non traités ont été 
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préparés dans les mêmes conditions avec papier absorbant imprégné d'eau distillée. Toutes les 

expériences ont été répétées trois fois. 

5. Effet toxique de la fumigation des huiles essentielles et de l'oxyde de Carlina 

sur Bactrocera oleae 

La fumigation des extraits a été effectuée dans des boîtes en plastique transparentes et 

hermétiques d'une capacité de 1 L, comme une chambre d'exposition pour tester la toxicité des 

extraits contre les adultes de Bactrocera oleae (ravageur d’olivier). Trois concentrations (20, 

30 et 50 µL) d'huile essentielle et d'oxyde de Carlina, sans utiliser de solvant, ont été étalées sur 

du papier filtre de type Wathman et fixées à la surface des couvercles. L'ensemble de contrôle 

n'a reçu aucun extrait. Les boîtes contenant 10 insectes du même âge ont été fermement vissées. 

La mortalité a été réalisée en recensant les insectes morts pendant 24 heures à partir du début 

de l'exposition. 

 Le pourcentage de mortalité des insectes a été calculé en utilisant la formule de 

correction d'Abbott [105] . 𝑀𝑐 = (Mo –  Mt)(100 −  Mt) x100 

 Où : Mc= taux de mortalité corrigé ; Mo= taux de mortalité dans les boîtes traitées ; Mt 

= taux de mortalité dans les boîtes témoins (mortalité naturelle). 

% de mortalité = (Nombre de larves mortes/ Nombre de larves introduites) x 100 

VI. Étude in-silico de l’activité antibactérienne de carlina oxyde et ses 

analogues. 

L'arrivée des antibiotiques dans le traitement des infections bactériennes a eu un impact 

révolutionnaire décisif sur la médecine moderne. Aujourd'hui, de très nombreuses maladies qui 

étaient autrefois des fléaux majeurs de l'humanité ont été littéralement mises sous contrôle, 

voire complètement éradiquées. Cependant, il n'y a pas longtemps, des rapports ont commencé 

à apparaître sur de nombreux agents pathogènes qui avaient acquis une résistance à de 

nombreux antibiotiques utilisés auparavant contre les organismes envahisseurs [106].  

Le docking moléculaire ou amarrage moléculaire est considéré comme l'outil le plus 

fructueux pour étudier la liaison d'une molécule (appelée ligand, généralement une substance 

médicamenteuse) à une deuxième molécule (récepteurs ou molécule cible, généralement des 

protéines, de l'ADN ou de l'ARN). Auparavant, en raison du nombre limité d'informations 

structurelles sur les molécules biologiques, le principal problème de la biologie structurale était 

de déterminer les structures des récepteurs, tels que les protéines, l'ADN, l'ARN, etc.  
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Récemment, le nombre de structures protéiques déterminées a connu une croissance 

considérable. De ce fait, le docking moléculaire est de plus en plus populaire dans la découverte 

de chef de file [22,107].  

1. Descriptions des enzymes  

Des études effectuées sur des plantes de la famille des asteracées qui contiennent dans 

leur composition chimique un pourcentage important de carlina oxyde, montrent que ce 

composé acétylénique possède des activités biologiques prometteuses et notamment une 

activité  antibactérienne intéressante [108].  

1.1. Streptococcus pyogènes : 

Streptocoque pyogene est l'un des pathogènes humains les plus courants. Moins de 10 

% des individus normaux hébergent la bactérie, généralement dans les voies respiratoires et la 

peau, sans aucun signe de maladie. Ces dernières années, la variété, la gravité et les séquelles 

des infections à S. pyogenes ont augmenté ; en outre, en raison de l'apparition de cas 

occasionnels d'une maladie rapidement progressive, incurable et  mortelle, cet agent pathogène 

est désormais une préoccupation majeure [109].  

Cette bactérie échappe au système immunitaire humain par le clivage de l'anticorps IgG 

de sa surface, par le biais d'une cystéine protéase, provoquant ainsi des maladies bénignes telles 

que la pharyngite et la scarlatine ainsi que des septicémies, mais aussi des maladies mortelles. 

Les infections bénignes au début peuvent entraîner des complications graves comme le 

rhumatisme articulaire aigu [109,110]  

Les cystéines protéases sont nommées ainsi en raison de l'importance du groupe thiol 

cystéine comme clé nucléophile dans le site actif de l'enzyme. Le groupe thiol agit comme un 

nucléophile dans le site actif initial de l'enzyme. Pour empêcher ce clivage, l'accès à un 

inhibiteur de la protéase pourrait être avantageux. Le développement d'un tel inhibiteur pour 

des applications thérapeutiques commence par des études visant à accroître les connaissances 

sur l'enzyme et son mécanisme d'action [111].  

1.2. Dihydrofolate réductase 

Les entérocoques occupent actuellement la quatrième place en termes de fréquence 

parmi les bactéries isolées sur des patients hospitalisés. Ce sont des agents pathogènes 

nosocomiaux et ils sont associés à une mortalité élevée. Les infections les plus fréquentes 

causées par les entérocoques sont les infections urinaires, les endocardites, les bactériémies, les 

abcès intra-abdominaux et intra-pelviens. Le traitement de ces infections représente un grand 

défi, en raison de la résistance inhérente des entérocoques à de nombreux antibiotiques 

[112,113].  
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L'acide folique est nécessaire pour assurer diverses fonctions cellulaires importantes, 

notamment la synthèse des acides nucléiques, en particulier de la thymidine.  La plupart des 

bactéries sont incapables d'absorber le folate exogène de l'environnement et doivent le 

synthétiser à partir du précurseur de l'acide p-amino-benzoïque [112].  

La dihydrofolate réductase (DHFR) est une cible antimicrobienne classique car elle 

favorise la réduction du 7,8-dihydrofolate dépendant du NADPH, ce qui donne du 5,6,7,8-

tétrahydrofolate, qui intervient dans la biosynthèse des purines, du thymidylate et de plusieurs 

acides aminés. Cette enzyme est une cible intracellulaire pharmacologiquement importante 

pour les antagonistes du folate, notamment l'agent antibactérien triméthoprime[113–115]. 

1.3. ADN gyrase  

Escherichia coli tient son nom du pédiatre allemand Theodore Escherich qui l‘a décrit 

pour la première fois en 1885. Ce microorganisme est universellement présent chez les 

individus en bonne santé. La bactérie E. coli reste avec nous tout au long de la vie, bien que 

certaines souches particulières disparaissent et réapparaissent au fil du temps. La plupart de ces 

souches sont non pathogènes et coexistent en harmonie avec leurs hôtes. En effet, la relation 

peut être symbiotique, en ce sens que les bactéries, en plus de bénéficier de l'hôte, peuvent 

synthétiser des cofacteurs et contribuer à la résistance de la colonisation contre les organismes 

pathogènes. D’une autre part, E. coli peut également être considérée comme un pathogène 

pluripotent par excellence, capable de provoquer une grande variété de maladies chez un large 

éventail d'espèces. Les hôtes sensibles comprennent les oiseaux, les porcs, les lapins, les 

moutons et les humains. Le système gastro-intestinal, les méninges et les reins font partie des 

organes cibles touchés par E. coli. Les maladies résultant des infections à cette bactérie 

comprennent la diarrhée, la dysenterie, la septicémie massive et le syndrome hémolytique et 

urémique [116].  

L'ADN gyrase est une protéine bactérienne majeure qui est impliquée dans la réplication 

et la transcription et catalyse la superposition négative de l'ADN bactérien circulaire. Son 

absence dans l'organisme des mammifères et le rôle crucial qu'elle joue dans le cycle de 

réplication de l'ADN bactérien font de cette enzyme une cible très appropriée pour le 

développement de nouveaux agents antibactériens car son blocage induit la mort des bactéries 

[106,117].  

2. Description de la méthode  

Préparation et optimisation des enzymes et des inhibiteurs 

L'étude de simulation d'amarrage moléculaire a été réalisée à l'aide du logiciel Molecular 

Operating Environment (MOE) [118]. La minimisation de l'énergie a été effectuée dans les 
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conditions suivantes : Température = 300°K, pH = 7, la géométrie a été réalisée en utilisant les 

valeurs de champ de MMFF94x et Hamiltonian AM1. La structure cristallographique aux 

rayons X demSpeB, DHFR d'Enterococcus faecalis, et de l'ADN gyrase d'Escherichia coli 

(PDB : 2UZJ, 4M7U, 1KZN) respectivement, a été téléchargée de la banque de données des 

protéines. Les molécules d'eau ont été retirées et le récepteur a été préparé pour l'étude du 

docking. Des structures de composés synthétisés ont été construites et enregistrées dans leur 

conformation 3D.   

L'énergie minimisée des ligands et leur toxicité sont présentées dans le tableau 2. La figure 2 

montre le site actif des enzymes avec la molécule de co-cristallisation.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b: dihydrofolatereductase DHFR de l’ Enterococcus faecalis(4M7U) 

d : ADN gyrase de l’Escherichia coli (1KZN) 

a: mature Streptococcal cysteineprotease mSpeB (2UZJ) 

Figure 3: Modèle simplifié d'enzymes et de site actif isolé 
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Tableau 2: Propriétés des ligands et minimisation de l'énergie de l'oxyde de carlina et des analogues 

synthétisés 

Ligands Masse moleculaire  

g/mol 

Toxicité TPSA Log P Log S Energie (Kcal/mol) 

H donn H acc 

CarOx  182.22 no 0 0 2.87 -4.18 -2888.18710 

IM2 210.23 no 0 1 2.69 -4.34 -2984.7124 

IM3 212.25 no 1 1 2.63 -4.11 -3108.5952 

IM8 311.38 no 1 2 3.18 -5.01 -3902.2628 

IM9 373.45 no 1 2 4.01 -6.31 -5825.1593 

IM10 325.41 no 1 2 3.43 -5.21 -4895.31 

IM11 339.43 no 1 2 3.82 -6.04 -5175.16 

IM12 355.36 no 1 0 6.08 -6.95 -4667.8431 

IM13 291.31 no 0 2 2.95 -5.61 -3999.2495 

 



 

 
 

 

 

 



Chapitre III : Résultats et discussions  

42 
 

 

I. Carthamus caeruleus  

Dans la continuité du travail déjà réalisé par le Dr Belabbes Rania que s’inscrit cette partie de 

recherche. 

1. Étude botanique et ethnobotanique  

Carthamus caeruleus est une plante méditerranéenne de la famille des asteracées 

particulièrement répandu en Algérie et qui se trouver dans les champs et lieux inculte, c’est une 

espèce connue sous le nom chardon bleu (caeruleus du grec : bleu moyen), communément 

appelé Gergaa, Kendjar, Kinkar, Ras el hanech et du berbère : Amegresdes. Plusieurs synonyme 

ont été attribué à cette plante Onobroma carruleum, carthamus calvus [119,120]. 

Cette plante est d’une hauteur de 20-60 cm, caractérisée par une tige, simple, rarement 

ramifiée, avec un indumentum arachnoïdien variable, parfois glabrescent. Feuilles basales et 

caulinaires brillantes, simples, dentelées ou pinnatisées à lyre avec 6-10 paires de lobes ou de 

dents, le bord et l'apex sont épineux ; feuilles caulinaires supérieures ovées-lancéolées. Bractées 

involucrées avec glandes courtes, plus ou moins poilues arachnoïdes ; bractées externes en 

forme de feuille, dentelées épineuses, aussi longues ou plus longues que l'interne. Akènes 

d'environ 6 mm, plus ou moins obpyramidaux, discrètement coudés, rétrécis du milieu à la base, 

rugueux vers l'apex ; écailles de pappus ciliées, blanchâtres, 2 fois plus longues que l'acène, 

libres, persistantes.  L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule gros (3 cm de large 

sur 3-4 de long), solitaires au sommet de la tige et des rameaux, globuleux ou ovoïdes, dont les 

Corolles sont bleues [16,121]. 

 

 

 

 

 

 

 

Cette plante est utilisée par plus de 74 % de la population de l’ouest Algérien, dont 66% des 

femmes âgées de plus de 44 ans. Ces racines sont utilisées sous forme de poudre ou une 

préparation crémeuse dans du lait afin de guérir les différents degrés de brulure.  

Reserve de chasse Moutass. Tlemcen (24 /05/2016.)  (The ladies' flower-garden of ornamental 
perennials.P1.58) 

Figure 4: Illustrations C. caeruleus 
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L’étude menée sur des rats a montré que l’utilisation de cette crème pendant une quinzaine 

de jour a permis de réduire de 85% la surface brulée, ce qui est intéressant vu qu’elle est 

largement supérieure à celle réduite par le médicament Madécassol connu comme crème 

cicatrisante [122].  

2. Travaux antérieurs  

2.1. Carlina oxyde  

Comme de nombreux produits naturels, les composés acétyléniques d’origine naturelle 

peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé ou se révéler très actifs contre les agents 

pathogènes ou les carcinomes. L'un de ces composés, l'oxyde de carlina, est obtenu par 

distillation à la vapeur d'eau des racines de plusieurs plantes de la famille des astéracées tels 

que les chardons.  

Benzyl 2-furylacetylene ou carlina oxyde est un composé acétylénique naturel. Ce 

composé se trouve en majeur partie dans l’huile essentielle ou extrait de plante de la famille des 

astéracées et notamment, Atractylis Gummifera, Carlina Accaulis, Carlina Acanthifolia [123-

127]. SEMMLER a considéré qu'il était tout à fait improbable que le composé ait une liaison 

acétylénique en partant de l'hypothèse que les acétylènes sont trop instables pour être présents 

dans la nature [128,129].  

La structure correcte, illustrée dans la figure 5, a été attribuée de nombreuses années 

plus tard par Gilman et al, sur la base de la synthèse totale et de la comparaison avec les données 

analytiques du produit naturel [130]. Carlina oxyde un composé optiquement inactif (pouvoir 

rotatoire ± 0°) est caractérisé par une température d’ébullition de 167° à 168° (à 22 mmHg) 

[131].  

 

 

 

 

 

 

En 1935 Alexandre St. Pfau et al ont synthétisé carlina oxyde en partant du furyl-

ethylene par dibromation et elimination de Bromure d'hydrogène pour obtenir le furyl-acétylene 

qui par la suite est transformé en un organo magnésien par le bromure d’éthyle magnésium et 

condensé avec un chlorure de benzyle [132]. 

Figure 5: Carlina oxyde selon SEMMLER et Gilman 
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Une autre approche synthétique a été élaboré par R. E. Atkinson en 1967 qui consiste à 

une  réaction  entre  l,2-iodofurane  et  le  sel  cuivreux  de 3-phénylpropyne  en  présence  de  

pyridine [133]. 

 

 

 

 

2.2. Activité biologique  

Plusieurs plantes dont l’huile essentielles se compose majoritairement de l’oxyde de 

carlina, ont montré des activités biologiques prometteuses. L’hypothèse tiré de ces études est le 

composé majoritaire est probablement à l’origine de ces activités (Tableau 3). 

Tableau 3: Activités biologiques des plantes comportant carlina oxyde majoritairement 

Plantes % carlina oxyde  Activités biologiques  

Carlina acanthifoliaa 91.5 Antimicrobienne, antioxydante, anti inflammatoire et gastro 

protectrice [134] 

Carlinae radix a,b 98.9 Antimicrobienne, antioxydante [126] 

Carlina acaulisa  94.6  antimicrobienne, insecticides, antioxydante [127,135] 

Atractylis gummifera a 63.2  Insecticide, antioxydante[124] 

a : huile essentielle des racine. b : un mélange de racine de carlina acaulis et carlina acanthifolia  
  

Il a été confirmé que l'oxyde de carlina est très actif contre deux souches du 

Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (MRSA) et présente une activité forte et 

sélective contre Trypanosoma brucei , le parasite responsable de la trypanosomiase africaine 

(maladie du sommeil) [108]. 

Dans une étude comparative entre l’huile essentielle des racines de Carlina acaulis et 

carlina oxyde sur le pouvoir insecticide a montré que ce dernier est responsable de l’activité de 

l’huile essentielle de carlina oxyde. La même étude a montré que l'oxyde de carlina présente 

une certaine cytotoxicité non sélective vis-à-vis des cellules normales du derme humain et des 

lignées cellulaires tumorales. La toxicité de l'oxyde de Carlina est en partie due à l'inhibition de 

l'enzyme acétylcholinestérase [127] . 

Schéma 14: Approche synthétique proposé par A.S.Pfau  et al (1935) 

Schéma 15: Approche synthétique proposé par R.E. Atkinson (1967) 
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3.  Rendement et Composition chimique des huiles essentielles et de l’extrait 

d’hydrolat de C. caeruleus 

Les échantillons de C. caeruleus ont été prélevés dans huit (08) régions de la wilaya de 

Tlemcen (Algérie) (Tableau 4). Les huiles d’une odeur narcotique et d’une couleur jaunâtre 

qui vire vers le roux après 24H ont été obtenues avec un rendement variant de 0.9 à 2.3%. 

Tableau 4: Données relatives aux lieux de récolte de C. caeruleus d'Algérie 

Zones  Echanti l lons  
N°  

Voucher  

Sites  

de réco ltes  

Rdts 

(%)  
Alt itudes  Climats  

Z
o

n
e 

1
 S1  CCFI.06.19  Fandi  1 .9  1500 H

um
ide et plus 

frais 

S2  CCKS.06.19  Beni snous  2 .3  1500 

S3  CCFR.06.19  Hafir 2 .1  1100 

S4  CCTY.06.19  Terny 1.8  1220 

Z
o

n
e 

2
 

S5  CCBR.06.19  Bensekrane  0.6  263 

Sèche 

S6  CCAR.06 .19  Amieur 0 .9  319 

S7  CCCH.06 .19  Chetouane   1 .2  600 

S8  CCOB.06 .19  Oucheba  1,1  775 

 

Il est à noter que les rendements d'extraction ont été calculés par rapport à la masse de 

matière sèche. D’après le tableau 4, on observe que les échantillons des stations situées en haute 

altitude et avec climat humide et plus frais (S1-S4) présentent des rendements en huiles 

essentielles plus élevés (1,8 à 2,3%) que ceux prélevés à basse altitude et un climat sec (S5-S8), 

présentant des rendements plus faiblee (0,6-1,2%) (Tableau 4). 

L'analyse CPG et CPG-SM de l’huile collective (HE Coll) à partir des racines a conduit 

à l'identification de 3 composants : l'oxyde de carlina (86,2%), l'oxyde de 13-méthoxy carlina 

(5,3%) et l'acide hexadécanoïque (4,3%). Les 8 échantillons ont été analysés afin d'étudier la 

variabilité chimique des huiles essentielles de C. caeruleus d'Algérie. Les profils 

chromatographiques des échantillons étaient sensiblement identiques. Le composé acétylénique 

constituait la classe chimique dominante (75,3-96,1%) de la composition totale des huiles 

essentielles (Tableau 5). Ces résultats viennent confirmer les travaux antérieurs de  Belabbes 

[136] qui montrent que l'oxyde de carlina est le produit majoritaire de C. caeruleus. 
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Tableau 5: Composition chimique de l’huile essentielle des racines de C. caeruleus 

  No.a  Composés  
lRIa

b RIa
c RIp

d 
HE 

Coll  
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Identificatione 

1 Carlina oxyde - 1580 2380 86.2 83.2 75.3 79.5 92.1 96.1 95,3 86,5 86,6 RI, MS 

2 
13-Methoxy carlina 

oxyde 
1798 1800 2104 5.3 2.1 8.6 6.5 1.2 0.1 1,2 6,5 6,5 

RI, MS 

3 Acide héxadécanoïque 1942 2005 1944 4.3 11.2 14.2 6.3 0.5 0.1 0,6 3,2 5,8 RI, MS 

  % Identification    95,8 96,5 98,1 92.3 93.8 96.3 97.1 96.2 98.9   

a L'ordre d'élution est donné sur la colonne apolaire (Rtx-1)). b Indices de rétention de la littérature sur la colonne apolaire 

(lRI). c Indices de rétention sur la colonne apolaire Rtx-1 (RIa). d Indices de rétention sur la colonne polaire Rtx-Wax (RIp). e 

RI : Indices de rétention ; MS : Spectres de masse en mode d'impact électronique. HE Coll : huile essentielle collective. Min: 

minimum. Max: maximum. 

 

D’autre part, l’analyse de l’extrait d’hydrolat été caractérisé en plus des composés 

acétyléniques (70,2%) par une quantité appréciable de phytone (23,2%) et d’acide 

hexadécanoïque (2,5%) (Tableau 6).   

Tableau 6: Composition chimique de l’extrait d’hydrolat (HY) 

Na Composés  IRb
a/Lit IRa

c IRp
d HY Identificatione 

1 Carlina oxyde - 1580 2380 58.6 RI. MS. RMN 

2 13-Méthoxy carlina oxyde 1798 1800 2104 11.6 RI. MS 

3 Phytone 1844 1846 2131 23.2 RI. MS 

4 Néophytadiene 1840 1851 1922 0.2 RI. MS 

5 Acide hexadécanoïque  1942 2005 1944 2.5 RI. MS 

% d’identification  96.1  

 

L'oxyde de Carlina a été isolé pour la première fois en 1889 [6] et a été signalé dans la 

famille des astéracées et en particulier, a été isolé dans les huiles essentielles de Carlina 

acanthifolia, Carlinae radix et Carlina acaulis [6,16]. Alors que l'oxyde de 13-méthoxy Carlina 

a été isolé en 1981 à partir des racines de Carlina diae [19]. Plusieurs études ont été menées sur 

les différentes activités biologiques apportées par ce composé qui a montré des activités 

antimicrobiennes, antitrypanosmiques, anti-inflammatoires et antiulcéreuses très prometteuses 

[19-24]. D'autre part, l'étude de Benelli et al [25] a montré que l'oxyde de carlina présente une 

certaine cytotoxicité non sélective vis-à-vis des cellules normales du derme humain et des 

lignées cellulaires tumorales. La toxicité de l'oxyde de Carlina est en partie due à l'inhibition de 

l'enzyme acétylcholinestérase [26,27]. Afin d’étudie les activités biologiques du produit 

majoritaire (l'oxyde de carlina) de cette plante, nous avons procédé à un fractionnement sur 

colonne de l’huile collective. L'oxyde de carlina a été séparé en utilisant une chromatographie 
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sur colonne de gel de silice en utilisant de l'hexane/EtOAc (3:1) comme éluant. La 

caractérisation spectrale de ce composé a été réalisée par les différentes méthodes d’analyses. 

La caractérisation de l’oxyde de carlina a été réalisé par : 

Spectrométrie de masse ; m/z : 182 

Spectre IR (KBr, cm-1): (C≡C) 2216; (C-H Ar) 3086; (C = C Ar) 1453, 1487, 1494, 1573; (C = 

C furano) 1603; (C-H, furano) 984; (C-H Ar) 740. 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): 3,93 (2H, s, CH2); 6,44 (1H, dd, J1 = 3,24, J2 = 1,8. CH furano); 

6,62 (1H, d, J = 3,62. Furane C-H); 7,3-7,5 (6H, m, CH phényle + CH furano). 

RMN 13C (300 MHz, CDCl3) δ: 143,05, 137,43, 135,99, 128,69, 128,06, 126,88, 114,32, 

110,78, 92,04, 73,03, 25,87. 

La comparaison des données de RMN du proton et du carbone-13 de notre composé 

avec ceux décrites dans la littérature [136] a conduit à la confirmation non ambigüe de l’oxyde 

de carlina. 

4. Hémisynthèse des analogues de l’oxyde de carlina :  

Compte tenu de la littérature, aucun travail n'a rapporté la synthèse d'analogues de 

l'oxyde de carlina et l'étude de leurs activités biologiques. L'objectif principal de cette partie de 

travail consisté à préparer par hémisynthèse quelques nouveaux analogues de l'oxyde de carlina. 

4.1. Formylation de Vilsmeier-Haack  

Notre intérêt général pour la préparation de nouveaux produits biologiquement actifs 

nous a incités à élaborer une voie de synthèse efficace vers des métabolites biologiquement 

actifs et à préparer de nouveaux analogues de carlina oxyde. La synthèse du composé (IM2) a 

été réalisée par la formylation de Vilsmeier-Haack. Le produit obtenu après la purification est 

d’un aspect huileux orange avec un rendement de 64 et 67% (méthode 1 et 2, respectivement).  

Le produit est un mélange de 2 composés inséparables qui ont le même Rapport frontal 

(Rf = 0.27) (Schéma 16). 

 

Selon le mécanisme réactionnel (Schéma 17) on remarque la formation de HCl, ce qui 

a entrainé la formation du sous-produit B-P2 par hydrohalogénation sur la triple liaison.  

Schéma 16: Produits obtenus par formylation de Vilsmeier-Haack 
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IM2: rendement :  (méthode 1) : 49% . (Méthode 2): 60% ; IR spectre (KBr , cm-1) : 1678 

(C=O , Aldéhyde), 2825(C-H, aldéhyde ), 2229 (C≡C), 1590, 1485;1H RMN  (CDCl3 , 300 

MHz), δ, ppm (J, Hz) : 9.64 (s,1H),7.42-7.30(m,5H) 7.25 (d, 1H J=3.6Hz), 6.70 (d, 1H, J = 

3.6Hz), 3.92 (s, 2H, CH2),. 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ 177.19, 152.14, 142.19, 134.99, 

128.81, 128.04, 127.14, 116.44, 112.35, 95.94, 72.22, 25.90. 

B-P2 : rendement : (méthode 1): 15%; (méthode 2): 7% IR spectre (KBr , cm-1) 697 (C-Cl). 1H 

RMN (CDCl3, 300 MHz), δ, ppm (J, Hz) : 9.64 (s, 1H),7.42-7.30(m, 5H ar + H furane), 7.16 (d, 

1H, J = 3.9Hz), 6.57(s, 1H), 3.87 (s, 2H, CH2). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ 177.31, 155.51, 

150.81, 139.21, 136.07, 129.27, 128.86, 127.18, 123.24, 115.51, 112.61, 47.04. 

Schéma 17: Mécanisme réactionnel de la formylation de Vilsmeier-Haack 
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Figure 6 : Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM2/B-P2 

Figure 7: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du mélange IM2/B-P2 

1 Cl 

M = 210 
Tr =42.9 mn 

M = 246 
Tr 47.34 mn 

Figure 6: Chromatogramme et spectre de masse du mélange IM2/B-P2 
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4.2. Amination réductrice : 
L’amination réductrice a été faite sur le mélange (produit et sous-produit) de 

formylation. L’amination réductrice de l’aldéhyde par le cyano-borohydrure de sodium avec 

les ester d’acide aminé a permis l’obtention des analogues IM8, IM9, IM10 et IM11 avec les 

sous-produits B-P8, B-P9, B-P10 et B-P11. La réaction de l’aldéhyde avec 3-(trifluoromethyl) 

aniline par le cyano- borohydrure de sodium nous a permis d’obtenir l’analogue IM12 avec le 

sous-produit B-P12. La réaction du mélange IM2/ B-P2 avec les anilines en présence du 

triacétoxyborohydrure de sodium afin d’obtenir les analogue IM5, IM6 et IM 7 n’a pas eu lieu.  

(Schéma 18) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les sous-produits de chaque réaction n’ont pas pu être éliminés même après purification 

par colonne chromatographique à cause du même rapport frontal que celui du produit désiré. 

De ce fait pour chaque ester d’acide aminé ou aniline un sous-produit a été obtenu avec des 

pourcentages qui varient entre 17 et 30% (schéma 19).   

Schéma 18: Essais d'hemisynthèse de quelques analogues de carlina oxyde 
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L’amination réductrice comprend la formation d'un intermédiaire imine. Une fois que 

l'imine est formée, la liaison C=N peut être réduite. Dans des conditions acides, l'imine sera 

protonée pour donner son acide conjugué, un ion iminium. En présence d'un agent réducteur 

comme le NaBH3CN, l'iminium sera réduit pour donner une nouvelle amine (Schéma 20). 

 

 

Schéma 19: Sous-produits de l'amination reductrice 

Schéma 20: Mécanisme réactionnel de la formation des produits de l'amination 
réductrice 
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L'avantage de l'utilisation du NaBH3CN est le fait qu’il ne soit pas un agent réducteur 

assez puissant pour réduire l’aldéhyde, mais il est un nucléophile assez puissant pour réduire 

les ions iminium. Par conséquent, une plus grande partie de l'aldéhyde de départ sera convertie 

en amine 

a. {[5-(3-Phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-amino}-acetic acid ethyl ester (IM8)  

Chlorhydrate Glycine éthyle ester a produit une huile orange 59.4 mg (40%) composée de IM8 

et sous-produit B-P8. Rf : 0.26. 

IM8: 72% IR spectre (KBr , cm-1) 3340 (N–H), 2230 (C≡C).1737 (C=O ester), 1H RMN (300 

MHz, CDCl3) δ 7.27 – 7.44 (m, 5H), 6.50 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.23 (q, 

J = 7.1 Hz, 2H), 3.89 (s, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.46 (s, 2H), 2.08 (s, 1H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ : 172.05, 153.80, 136.92, 136.80, 128.65, 128.03, 126.83, 

115.05, 108.57, 92.05, 73.05, 60.90, 49.78, 45.66, 25.86, 14.24. 

B-P8: 28%. IR spectre (KBr, cm-1) 698 (C-Cl) 1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.27 – 7.44 (m, 

5H), 6.89 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.48 (s,1H), 6.30 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.23 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 

3.85 (s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.46 (s, 2H), 2.08 (s, 1H), 1.32 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 13C RMN (300 

MHz, CDCl3) δ : 172.11, 151.97, 149.97, 136.74, 131.80, 129.18, 128.65, 127.10, 116.11, 

111.05, 109.7, 60.90, 49.72, 46.64, 25.86, 14.24. 

 

 

 

 

 

B-P8 IM8 

Figure 7: Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM8/B-P8 
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b.  3-Phenyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-amino}-propionic acid 

methyl ester (IM9) 

En utilisant le chlorhydrate de phénylalanine méthyl ester un mélange de IM9 et B-P9 

a été obtenu. Aspect : huile orange avec un rendement de 30%. Rf : 0.35. 

IM9 : 80%. IR spectre (KBr, cm-1) 3338 (N–H), 2232 (C≡C).1734 (C=O ester) 1H RMN 

(CDCl3, 300 MHz), δ, ppm (J, Hz):1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.43 – 7.06 (m, 10H), 6.47 

(d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 3.80 (s, 3H),  3.69 (s, 2H), 3.62 (t, J 

= 6.9 Hz, 1H), 3.02 (d, J = 20 Hz, 2H)  2.01 (s, 1H). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 174.54, 

153.82, 137.02, 136.65, 129.18, 128.67, 128.51, 128.05, 126.85, 115.06, 108.42, 91.98, 73.10, 

61.79, 51.84, 44.78, 39.61, 25.89. 

B-P9: 20%. IR spectre (KBr, cm-1) 699 (C-Cl).1H RMN (CDCl3, 300 MHz), δ, ppm (J, Hz):1H 

RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.43 – 7.06 (m, 10H), 6.86 (d, J = 3.3 Hz, 1H),6.44 (s, 1H), 6.19 (d, 

J = 3.3 Hz, 1H), 3.85 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.68 (s, 2H), 3.62 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.02 (d, J = 

20 Hz, 2H) , 2.01 (s, 1H). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 174.51, 153.82, 137.02, 136.65, 

135.98, 129.18, 128.52, 127.18, 126.85, 115.06, 111.06, 108.6, 61.79, 51.84, 44.79, 39.61, 

25.89. 

 

 

 

 

 

Figure 8: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du mélange IM8/B-P8 
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c. 3-Methyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-amino}-butyric acid methyl 

ester (IM10) 

Une huile jaunâtre composée de IM10 et B-P10 a été obtenu en utilisant le chlorhydrate 

de Valine méthyle ester avec un rendement de 35%. Le sous-produit n’a pas pu être isolé 

puisqu’il possède le même rapport frontal que celui du produit désiré (Rf = 0.26). 

IM 10: 83%.IR spectre (KBr , cm-1) 3338 (N–H), 2232 (C≡C).1734 (C=O ester) 1H RMN  

(CDCl3 , 300 MHz), δ, ppm (J, Hz) :  δ 7.42 – 7.30 (m, 5H), 6.50 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.20 (d, J 

= 3.2 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.11 (d, J = 5.7 Hz, 1H),1.98 (h, J = 13.4, 

6.7 Hz, 1H+1H NH), 1.00 (d, J = 2.4 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 2.4 Hz, 3H). 13C RMN (300 MHz, 

CDCl3) δ: 175.22, 154.41, 136.51, 136.00, 128.65, 128.04, 126.83, 115.11, 108.23, 91.90, 

73.15, 66.42, 51.60, 45.45, 31.72, 25.88, 19.18, 18.56. 

B-P10:   17%. IR spectre (KBr, cm-1) 698 (C-Cl). 1H RMN (CDCl3, 300 MHz), δ, ppm (J, Hz) :  

δ 7.42-7.30 (m, 5H), 6.89 (d, J = 3.3 Hz, 1H),6.50 ( s, 1H), 6.28 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.86 (s, 

B-P9 

IM9 

Figure 10: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du mélange IM9/B-P9 

Figure 9: Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM9/B-P9 
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2H), 3.73 (s, 3H), 3.71 (s, 2H), 3.11 (d, J = 5.7 Hz, 1H),1.98 (h, J = 13.4, 6.7 Hz, 1H+1H NH), 

0.99 (d, J = 2.4 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 2.4 Hz, 3H). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 175.22, 

152.57, 149.70, 137.10, 131.51, 129.16, 128.65, 127.08, 116.16,111.10, 109.37, 66.26, 51.59, 

46.65, 31.69, 25.88, 19.10, 18.60. 

 

 

d. 4-Methyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-amino}-pentanoic acid 

methyl ester (IM 11) 

L’amination réductrice avec le chlorhydrate de Leucine méthyle ester a donné un 

mélange de deux composés IM11 et B-P11 sous forme d’une huile jaunâtre avec rendement de 

60%. Le rapport frontal du IM11 et le même que celui du B-P11 (Rf=0.49). 

IM11 : 73%. IR spectre (KBr, cm-1) 3336 (N–H), 2230 (C≡C) ,1733 (C=O ester).1H RMN (300 

MHz, CDCl3) δ 7.42 – 7.27 (m, 5H), 6.49 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.90 (s, 

2H), 3.81 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 1.93 (s, 1H), 1.84 – 1.71 (m, J = 13.1, 

6.5 Hz, 1H), 1.53 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 0.96 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 4.1 Hz, 3H). 13C 

B-P10 

IM10 

Figure 11:Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM10/B-P10 

Figure 12: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300MHz) du melange IM10/B-P10 
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RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 176.02, 154.13, 136.60, 135.98, 128.64, 128.03, 126.83, 115.08, 

108.34, 91.92, 73.12, 59.06, 51.80, 44.92, 42.75, 25.87, 24.86, 22.75, 21.20. 

B-P11: 27%.  IR spectre (KBr, cm-1) 698 (C-Cl).1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.42 – 7.27 (m, 

5H), 6.49 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H) 6.28 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.86 (s, 2H), 3.72 (s, 2H), 

3.74 (s, 3H), 3.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 1.93 (s, 1H), 1.84 – 1.71 (m, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H), 1.50 

(t, J = 7.1 Hz, 2H), 0.96 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 4.1 Hz, 3H). 13C RMN (300 MHz, 

CDCl3) δ: 176.02, 152.28, 149.78, 137.08, 131.60, 129.17, 128.64, 127.08, 116.14, 111.8, 

109.47, 58.97, 51.80, 46.64, 42.75, 25.87, 24.88, 22.71, 21.23. 

 

 

 

 

B-P11 

IM11 

Figure 13: Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM11/B-P11 

Figure 14: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du mélange IM13/B-P13 
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e. [5-(3-Phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-(3-trifluoromethyl-phenyl)-amine (IM 

12)  

Le mélange sous forme d’une huile orange a été obtenu en utilisant le 3-trifluoromethyl 

aniline comme produit de départ. Rendement : 85%. Le produit désiré ainsi que le sous-produit 

ont le même rapport frontal (Rf : 0.43). 

IM12: 70 % .IR spectre (KBr , cm-1) 3421 (N–H), 2230 (C≡C),1616 (C-F).1H RMN (300 MHz, 

CDCl3) δ 7.49 – 7.31 (m, 6H), 7.05 (dd, J = 7.7, 0.5 Hz, 1H), 6.96 – 6.92 (m, 1H), 6.86 (dd, J 

= 7.2, 4.5 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.38 (s, 2H), 3.93 (s, 2H),  

 1H RMN (282 MHz, CDCl3) -62.70 (s). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 150.02, 147.53, 

136.93, 135.90, 131.57, 129.74, 128.73, 128.06, 126.94, 124.37, 116.09, 115.26, 114.53, 

111.30, 108.54, 92.47, 72.91, 41.24, 25.88. 

B-P12: 30%. IR spectre (KBr, cm-1) 696(C-Cl). 1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.49 – 7.31 (m, 

6H), 7.05 (dd, J = 7.7, 0.5 Hz, 1H), 6.96 – 6.94 (dd, J = 7.2, 4.5 Hz, 1H), 6.94 (m, 1H+ 1H 

furano), 6.51(s,1H), 6.38 (d, J = 3.3 Hz, 1H), , 4.38 (s, 2H), 3.85 (s, 2H). 19F RMN (282 MHz, 

CDCl3) -62.70 (s). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 152.47, 150.02, 147.65, 137.04, 132.75, 

129.74, 129.20, 128.79, 127.17, 124.37, 116.09, 115.92, 114.53, 111.30, 109.4, 109.3, 41.20, 

27.06. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B-P12 
IM12 

Figure 15: Spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM12/B-P12 



Chapitre III : Résultats et discussions  

58 
 

 

 

 

 

 

 

4.3. Condensation de Knoevenagel  

Methyl cyanoacetate 

Le méthyl cyanoacetate utilisé pour la condensation de knoevenagel a été préparé par 

estérification de l’acide cyanoacétique et a été obtenu sous forme d’un liquide transparent avec 

un rendement de 66%. 

IR spectre (KB, cm-1) 2230 (C=O),1616 (C≡N). RMN 1H (300 MHz, CDCl3) 3.84 (s, 3H), 3.52 

(s, 2H), 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ: 163.55.113.14, 53.56, et 24.51. 

M= 391 
Tr = 64.15 
mn 

1 Cl 

M= 355 
Tr =63.1 
mn 

Figure 16: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHZ) du mélange IM12/B-P12 

Figure 17: Chromatogramme et spectre de masse du mélange IM12 et B-P12 
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 Methyl 2-cyano-3-(5-(3-phenylprop-1-yn-1-yl)furan-2-yl)acrylate IM13 

 

 

Figure 18: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du cyanoacetate de methyl 

Schéma 22: Produits formés par condensation de Knoevenagel 

Schéma 21: Mécanisme réactionnel de la formation du l’analogue IM13 

MeOH 

55% 
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Le produit est obtenu sous forme d’un solide jaune composé d’IM13 et B-P13 avec un 

rendement de 55%. Tf = 70°C. Rf = 0.11. 

IM13: 89 %.IR spectre (KBr , cm-1) 1612(C=C), 1722 (C=O), 2359 (C≡N).1H RMN (300 MHz, 

CDCl3) 1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.99 (s, 1H), 7.48 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.44 – 7.29 (m, 

5H), 6.77 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.95 (s, 2H). 13C RMN (300 MHz, CDCl3) δ : 163.08, 

148.32, 142.39, 138.63, 134.97, 128.82, 128.05, 127.14, 122.4, 117.97, 115.29,114.27, 98.40, 

97.29, 72.34, 53.34, 26.05. 

B-P13: 11%. IR spectre (KBr, cm-1) 698(C-Cl). 1H RMN (300 MHz, CDCl3) δ 7.98 (s, 1H), 

7.44 – 7.29 (m, 7H), 7.20 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 6.69 (s, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.88 (s, 2H). 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: spectre IR (KBr, cm-1) du mélange IM12/B-P12 

Schéma 23 : Mécanisme réactionnel de la formation du sous-produit B-P13 



Chapitre III : Résultats et discussions  

61 
 

 

II. Anacyclus valentinus 

La partie aérienne de Anacyclus valentinus est utilisée traditionnellement, c’est la raison 

pour laquelle nous nous sommes intéressés à l’étude de la composition chimique de son huile 

essentielle. La récolte a été faite entre la fin du mois d’avril et début mai 2017 sur 11 stations 

prés de Tlemcen. 

Le genre Anacyclus appartient à la famille des astéracées de la tribu Anthemideae, qui 

est limitée à la région méditerranéenne et est particulièrement bien représentée dans les pays du 

Maghreb. Au total, neuf espèces et trois hybrides sont reconnus. L’Anacyclus est issu de deux 

mots latins « per circulum » qui signifie par anneaux en raison de la forme de ses fleurs. 

1.  Étude botanique et ethnobotanique :  

A. valentinus ou anacycle de valence, communément appelé Guerthoufa ou Gritfa, est 

présent dans l'ouest du bassin méditerranéen (Maroc, Espagne, Algérie et Tunisie), sur des 

terrains perturbés, des endroits sablonneux et rocheux, des plaines, des berges de rivières, des 

champs et des bords de routes [119, 137]. Cette espèce est considérée comme un hybride entre 

A. homogamos et A. radiatus [137].  

A. valentinus est caractérisée par une tige droite strié et velue qui s’élève jusqu'à 30 cm. 

Les feuilles paraissent de forme spatule multifides composées de folioles. Son pédoncule et 

involucre sont chargés de poile blanc. Sa fleur est assez grande, peu nombreuse et de couleur 

jaune. Sa période de floraison se situe entre Mars et Juillet [138]. 

Figure 20: Spectre RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) du mélange IM13/B-P13 
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Les fleurs d’A. valentinus sont utilisées comme condiment alimentaire dans certaines 

régions du pays. La plante est également utilisée pour soulager les maux d'estomac [139].   

2. Travaux antérieur  

A. valentinus est une source riche en terpénoïdes et flavonoids tel-que Luteolin7-

glucoside et Quercetin7-glucoside et peut avoir des activités biologiques intéressantes [140]. 

 

 

 

 

 

 

L’étude de l’activité antifongique munie par Houicher et Coll sur 7 souches suggère que 

l'huile essentielle de A. valentinus peut être utilisé comme un agent potentiel de contrôle 

biologique sûr pour prévenir les infections fongiques des cultures alimentaires [141]. 

Selon le travail réalisé par Lassouani et co, l'extrait aqueux d'A. valentinus est doté d'une 

remarquable activité antidiabétique, notamment sur l'hyperglycémie à jeun [142]. 

Une autre étude sur l’extrait méthanolique et l’huiles essentielle d’A. valentinus révèle 

le pouvoir antibactérien de cette plante. ainsi qu’en combinaison avec des médicaments 

antibiotique, l’huile essentielle et l’extrait méthanolique peuvent être utilisé comme agent 

renforçant de l’activité antibiotique [139].  

Capitule A. valentinus (Tlemcen le 
12.11.2018) 

A. valentinus (Plantes de la France : 
décrites et peintes d'après nature -p27.1808) 

Figure 21: Illustration A. valentinus 
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3. Rendement et composition chimique de l’huile essentielle de A. valentinus   

L’huile essentielle d’une couleur jaunâtre a été obtenue par hydrodistillastion de la 

matière sèche. Les rendements en huiles essentielles des différents sites sont indiqués dans le 

tableau 7.   

Tableau 7: Données relatives aux lieux de récolte de A. valentinus 

Nom de la 
station 

Coordonnée 
 

Altitude  
(m) 

Rendement de 
l’huile 

essentielle Latitude  Longitude   
S1 34° 52' 50,756" N  1° 19' 47,161 O 689  0,043% 

S2 34° 51' 51.948"N 1° 20’ 5.427" O 936 0,01% 
S3 35° 0' 24.304" N 1° 32’ 53,041" O 189  0,007% 
S4 34° 52' 7,138" N 1° 9’ 32,184" O 803  0,056% 
S5 34° 57' 5,89" N 1° 22’ 21,817" O 476  0,014% 
S6 34° 52' 1,248" N  1° 11’ 6,379" O 896  0,099% 
S7 34° 54' 6,264" N 1° 16’ 48,55" O 660  0,044% 
S8 34° 53' 51,173"N 1° 14’ 3,411" O 846  0,006% 
S9 34° 52' 47,532"N 1° 21’ 30,479" O 702  0,004% 
S10 34° 47' 46,464"N 1° 21’ 37,875" O 1171  0,035% 
S11 34° 55' 41,934"N 1° 22’ 5,952" O 476  0,025% 

   
Les rendements en huiles essentielles varient de 0,006 à 0,099 %. Ce qui nous a permis 

conclure que le rendement en huile essentielle peut être fortement affecté par le climat de la 

region  (Tableau 7). 

L'analyse des huiles essentielles de A. valentinus provenant de 11 sites (Tableau 7) a 

permis l'identification de 58 composés, représentant 59,5-90,4 % des huiles. Les composés ont 

été identifiés en comparant leurs spectres de masse (EI-MS) et leurs indices de rétention (IR) 

avec ceux de la bibliothèque spectrale de masse. 31 monoterpènes, 21 sesquiterpènes, 5 

composés non-terpéniques et un diterpène ont été identifiés.  

Les huiles essentielles de A. valentinus étudiée sont principalement constituées de 

composés sesquiterpènes oxygénés (23.1-44.5%), accompagnés des sesquiterpènes 

hydrocarbonés (11.1-20.6%), monoterpènes oxygénés (8.0-23.8%) et des monoterpènes 

hydrocarbonés (0.7-13.2%) (Tableau 8). 

Les monoterpènes sont constitués de 9 monoterpènes hydrocarbonés, dont l’-pinène 

est le composé majoritaire présent dans les sites S2, S10 et S11. 22 monoterpènes oxygénés 

sont présents avec le Bornyl isobutyrate comme majoritaire pour la plupart des stations 

(Tableau 8). 
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Les 21 sesquiterpènes identifiés, comportent 16 oxygénés avec le Nerolidol, epi-α-

bisabolol, -eudesmol et Caryophyllene oxyde comme composants majoritaires et 5 

hydrocarbonés, représentés majoritairement par le E-β-Farnesene et Zingiberene (Tableau 8).  

 

 

 

 

Les composés non terpéniques sont des alcanes linéaires tel que l’heneiscosane ou des 

composés oxygénés (3-Octanol et décanal) (Tableau 8).
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Tableau 8: Composition chimique des huiles essentielles de A. valentinus des divers sites de récolte 

N° Composés lRI IRap Irpol S1 S2 S3 S4 S5 S6  S7 S8 S9 S10 S11 Identification 
1 α-Pinène 931 932 1024 6.7 tr 1.1 0.6 0.1 tr 0.1 0.2 0.2 4.6 7.1 RI, MS 
2 Camphène 943 943 1067 tr 0.1 0.1 0.2 0.1 0.3 tr 0.2 0.1 0.1 tr RI, MS 
3 6-Methyl-hept-r-en-2-one 963 960 1338 0.2 tr 0.1 0.3 0.1 0.1 0.2 0.4 0.1 0.1 tr RI, MS 
4 Sabinène 964 964 1122 tr 0.5 0.3 0.6 tr 1.2 0.1 1.2 0.8 0.8 0.6 RI, MS 
5 β-Pinène 970 969 1110 0.3 tr tr 1.1 0.1 0.1 0.3 tr 1.1 0.9 0.9 RI, MS 
6 Myrcène 979 979 1158 0.6 1.1 0.1 0.8 0.1 0.3 tr 0.1 0.8 0.6 0.9 RI, MS 
7 3-Octanol 986 981 1382 tr tr 0.1 tr tr tr tr 0.1 0.1 tr tr RI, MS 
8 p-Cymène 1009 1011 1266 0.4 0.2 0.2 0.3 0.2 tr 0.3 tr 0.9 0.9 0.5 RI, MS 
9 1,8-Cinéol 1020 1019 1156 tr 0.2 0.3 0.4 0.1 0.5 0.1 0.4 0.3 1.5 0.3 RI, MS 
10 Limonène 1023 1022 1197 1.3 0.2 1.3 1.2 0.4 0.2 0.1 0.6 0.5 5.2 3.5 RI, MS 
11 Artémisia cétone 1047 1047 1356 tr 0.3 0.4 0.9 0.4 0.6 tr 0.7 1.2 tr 0.6 RI, MS 
12 γ-Terpinène 1047 1047 1245 tr 0.9 0.2 1.2 0.4 tr 0.1 0.1 0.5 tr 0.2 RI, MS 

13 Nonanal 1075 1083 1375 tr tr 0.3 1.5 tr 0.2 0.1 tr 0.7 0.6 0.5 RI, MS 
14 Linalool 1082 1081 1553 0.5 0.3 0.4 1.1 0.6 0.3 0.2 0.4 1.1 0.7 0.4 RI, MS 

15 α-Thujone 1089 1089   0.5 0.4 0.9 0.4 2.2 0.4 2.6 0.6 0.8 0.4 1.7 RI, MS 
16 β-Thujone 1103 1103   0.4 0.9 0.2 0.5 0.7 0.8 tr 2.3 0.6 2.9 3.1 RI, MS 
17 trans-Chrysanthénol 1102 1105   0.3 0.5 0.1 0.6 0.6 0.1 0.8 1.2 0.7 0.6 0.7 RI, MS 
18 Trans-Pinocarvéol 1122 1125   0.3 0.3 tr 0.3 0.5 0.1 0.3 0.5 0.6 0.5 0.3 RI, MS 
19 Bornéol 1140 1148 1698 tr 0.5 0.1 0.7 0.2 0.2 1.1 0.4 0.6 1.5 0.5 RI, MS 
20 Terpinène-4-ol 1161 1161   0.2 0.5 0.7 1.8 1.4 0.3 0.2 1.3 0.8 0.6 0.3 RI, MS 
21 Butyrate d'hex(3z)ényle   1165   0.9 0.2 0.1 0.1 tr 0.1 0.9 0.4 tr 0.7 tr RI, MS 
22 Myrténal   1172 1628 0.5 0.3 tr 0.4 0.1 tr 0.5 1.1 0.2 0.5 tr RI, MS 

23 Terpinéol 1187 1179 1700 0.3 0.3 0.4 0.9 0.3 0.3 0.2 0.4 0.5 0.6 0.2 RI, MS 
24 Décanal   1185 1498 tr 0.4 0.1 0.1 0.3 0.2 0.1 0.8 1.2 0.5 0.2 RI, MS 
25 Acétate de fenchyle   1212 1468 0.3 0.5 0.4 0.6 0.5 0.8 0.1 4.3 1.3 1.8 0.3 RI, MS 

26 Acétate de chrysanthényle 1222 1222 1557 0.4 0.4 0.1 0.4 0.5 0.3 0.2 0.5 0.6 0.9 0.2 RI, MS 
27 Pipéritone   1232 1730 tr 0.4 0.1 0.5 0.2 0.7 0.4 0.3 0.8 0.5 0.2 RI, MS 
28 Acétate de bornyle 1269 1269 1575 0.3 0.3 0.4 0.3 1.1 2.2 0.7 0.4 1.2 0.5 0.3 RI, MS 
29 p-Mentha-1(7)-5-dièn-2-yl   1305 1727 tr 0.3 0.2 0.5 tr 0.3 0.4 1.5 0.6 0.2 0.2 RI, MS 
30 Acétate de néryle 1342 1342 1725 0.3 0.5 1.2 0.8 4.9 0.2 0.6 1.3 2.2 0.6 0.7 RI, MS 
31 Acétate de géranyle 1361 1361 1752 0.9 0.9 1.5 3.6 2.1 1.1 1 1.2 1.3 1.5 1.4 RI, MS 
32 Propionate de bornyle 1358 1363 1627 0.3 0.9 0.6 0.4 0.4 0.1 0.3 1.7 0.3 0.8 0.4 RI, MS 

33 Isobutyrate de bornyle 1404 1404 1627 2.1 2.5 0.3 1.8 5.2 1.1 2.8 3.3 1.8 2.1 3.9 RI, MS 
34 E-β-Caryophylène 1424 1424 1591 3.5 1.1 3.6 5.2 0.9 3.9 2.2 2.1 2.4 2.6 1.8 RI, MS 
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35 E-β-Farnesène 1445 1448 1661 3.1 2.8 6.2 5.1 4.9 7.2 6.4 2.5 1.1 4.5 9.1 RI, MS 
36 γ-Curcumène 1475 1474 1682 0.5 5.6 0.4 0.3 0.6 2.8 0.5 1.5 1.4 2.1 0.7 RI, MS 
37 Zingiberène 1489 1489 1717 4.7 2.4 9.4 9.6 2.6 9.3 5.2 2.1 7.7 5.9 1.5 RI, MS 
38 β-Sesquiphallandrène 1523 1516 1765 1.2 1.3 0.8 0.4 2.1 0.9 2.6 0.6 2.1 2.2 0.7 RI, MS 
39 Nerolidol 1546 1546 2037 1.3 1.1 6.2 0.6 0.1 1.1 2.2 5.8 0.7 1.1 0.8 RI, MS 
40 Spathulenol 1557 1557 2119 1.1 1.6 0.9 1.2 1.6 1.2 0.8 1.6 2.1 1.5 1.1 RI, MS 
41 Epiglobulol   1558 2013 1.2 1.3 0.9 1.3 1.7 1.3 0.9 1.7 2.2 1.6 1.2 RI, MS 
42 Isovalérate de néryle   1568 1872 2.4 2.7 2.1 2.5 3.3 2.6 1.8 3.3 4.4 3.2 2.3 RI, MS 
43 Oxyde de caryophyllène 1576 1576 1983 2.4 2.2 5.5 5.1 4.3 5.7 3.8 4.1 2.8 3.5 5.5 RI, MS 
44 Isovalérate de géranyle   1586   0.6 0.6 1.4 1.2 1.1 1.5 0.9 1.1 0.7 0.9 1.4 RI, MS 
45 1,10-diepi-Cubénol 1601 1608 2031 1.1 1.4 2.4 2.1 1.8 2.5 1.6 1.8 1.2 1.5 2.3 RI, MS 
46 Valérate de néryle 1616 1616 1950 0.8 0.8 1.9 1.5 1.3 1.9 1.2 1.3 0.9 1.1 1.7 RI, MS 
47 epi-Cubénol 1624 1624 2059 0.7 0.6 1.6 1.4 1.3 1.8 1.2 1.2 0.8 1.1 1.6 RI, MS 
48 tau Cadinol 1632 1632 2169 2.5 2.8 3.3 3.2 3.2 5.1 5.9 1.6 3.2 4.9 3.1 RI, MS 
49 β-Eudesmol 1644 1644 2232 3.1 3.4 3.3 2.7 2.4 2.5 5.1 3.6 2.9 6.9 1.6 RI, MS 
50 α-Eudesmol 1653 1653 2220 3.5 3.5 4.2 8.1 1.1 2.5 1.3 4.7 8.1 0.6 1.8 RI, MS 
51 Valérianone 1664 1664   0.5 1.1 4.6 3.1 3.2 0.8 2.2 0.9 2.5 0.7 3.2 RI, MS 
52 α-Bisabolol 1672 1672 2217 1.2 tr 3.5 3.1 1.1 1.8 2.2 1.7 2.6 0.5 0.9 RI, MS 
53 Eudesm-4(15)-7-dièn-1b-ol 1674 1672 2347 0.8 tr 1.1 0.5 0.7 1.2 1.4 1.1 1.5 1.4 0.6 RI, MS 
54 epi-α-Bisabolol 1677 1677 2214 2.4 tr 1.6 1.1 2.1 7.3 7.4 6.4 1.1 1.2 1.6 RI, MS 
55 (E)-Phytol 2114 2119 2578 1.8 2.3 1.3 2.6 0.4 1.4 2.7 0.9 5.6 0.6 4.5 RI, MS 
56 Heneiscosane 2300 2300 2300 1.1 1.2 2.4 1.4 1.2 1.2 0.9 0.8 4.3 0.3 1.2 RI, MS 
57 Triacontane 2500 2500 2500 tr tr 0.7 0.3 3.2 0.1 3.1 0.1 2.1 0.3 0.5 RI, MS 
58 Tétracontane 2700 2700 2700 tr 6.5 0.1 0.1 6.1 0.1 3.5 0.6 1.5 0.1 0.1 RI, MS 

  % Identification       59.5 61.1 81.7 88.6 76.1 80.8 81.8 81.0 90.4 84.0 80.9   

  Monoterpène hydrocarbonés       8.9 2.8 3.1 5.7 1.2 2.1 0.7 2.4 4.0 12.2 13.2   

  Monoterpènes oxygénés       8.0 11.4 8.5 17.2 22.2 10.4 12.8 23.8 18.4 19.6 16.2   

  Sesquiterpènes hydrocarbonés     13.0 13.2 20.4 20.6 11.1 24.1 16.9 8.8 14.7 17.3 13.8   

  Sesquiterpène oxygénés       25.6 23.1 44.5 38.7 30.3 40.8 39.9 41.9 37.7 31.7 30.7   

  Diterpènes oxygénés         1.8 2.3 1.3 2.6 0.4 1.4 2.7 0.9 5.6 0.6 4.5   

  Composés non-terpénique        2.2 8.3 3.9 3.8 10.9 2.0 8.8 3.2 10.0 2.6 2.5   
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4. Variabilité chimique des huiles essentielles de A. valentinus   

Les 11 échantillons ont été analysés afin d’étudier la variabilité chimique des huiles 

essentielles de A. valentinus. Pour cela, une matrice reliant les compositions des huiles 

essentielles aux lieux de récolte des échantillons a été soumise à une analyse en composantes 

principales (ACP) et une classification hiérarchique ascendante (CHA, dendrogrammes). Le 

dendrogramme obtenu suggère qu'il existe deux groupes principaux des huiles A. valentinus 

subdivisés en deux sous-groupes (Figure 24). Le premier groupe (I) comprend des échantillons 

des huiles provenant de quatres localités (S1, S2, S10 et S11), le second groupe comprend les 

échantillons des localités (S3, S4, S5, S6, S7, S8 et S9) et le group IV comprend les échantillons 

de deux localités (S5 et S8), (Figure 23). 

 

Figure 22: CHA des compositions chimiques de l'huile essentielle de A. valentinus 

 

L'analyse des composants principaux (ACP) a été utilisée pour évaluer les relations entre 

les familles des composés et les conditions environnementales. Les résultats de l'ACP ne 

correspondaient pas à ceux obtenus en analyse par grappes (CA). Les deux premiers axes de 

l'ACP représentaient respectivement 30,41et 26,45 % de la variance totale qui a été très faible 

et par conséquent aucune variabilité chimique n’a été observée pour les huiles essentielles de 

cette plante. 

A titre indicatif la figure 25 représente l’ACP des compositions chimiques des huiles 

essentielles de A. valentinus ou les stations (S1 à S11) sont réparties d’une façon très hétérogène 

en fonction des groupes.  
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Figure 23: ACP des compositions chimiques des huiles essentielles de A. valentinus 

 

5. Composition chimique de la fraction polaire de l’huile essentielle de A. 

valentinus  

L’huile essentielle de A. valentinus a été séparé en deux fractions, la fraction 

hydrocarbonée a été obtenue par une élution au pentane à 100% tandis que la fraction oxygénée 

a été obtenue par l’éther diéthylique (100 %). Dans cette partie de travail, on s’est intéressé à 

l’étude de la deuxième fraction. De ce fait la composition chimique a été déterminée par 

CPG/SM en comparant les indices de rétention avec ceux de la littérature (Tableau 9) 

Tableau 9: Composition chimique de la fraction oxygénée de HE d’A. valentinus 
N° Composés lRI IRap Irpol S1 

1 3-Octanol 986 981 1382 10,5 

2 1,8-Cinéol 1020 1019 1156 19,5 

3 Linalool 1082 1081 1553 23,5 

4 Bornéol 1140 1148 1698 0,6 

5 Terpinèn-4-ol 1161 1161  / 1,6 

6 Hex(3z)enyl butyrate   1184 1165  1182 5,4 

7 Décanal 1496  1185 1498 13,2 

8 Caryophyllène oxyde 1576 1571 1980 9,2 
9 Hexadecanol 1864 1869 1944 4,2 

10 Acide Héxadécanoique  1942 1956 2004 6,5 

  % Identification       94,2 

 Monoterpènes oxygénés    45,2 

 Sesquiterpènes oxygénés    9,2 

  Composés non-terpéniques         39,8 
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La fraction polaire est composée majoritairement des monoterpènes oxygénés (45.2%) 

et des composés non-terpéniques (39.8%), suivie de sesquiterpènes oxygénés (9.2%). 2 

composés supplémentaires ont été identifiés, il s’agit de l’hexadecanol, et l’acide 

héxadécanoique.  

Les monotèrpènes oxygénés comprennent en majeur partie du linalool a 23.5%, alors 

que ce composé n’existait dans l’huile qu’a de faible pourcentage (0.2-1.1%) selon la station, 

ceci s’explique par le fait que lors du fractionnement les composés sont concentrés dans la 

fraction. Les sesquiterpènes oxygénés comportent le caryophyllène oxyde majoritairement avec 

9.2%. La fraction oxygénée est composée du décanal qui est un composé non-terpénique avec 

un pourcentage important (13.2%). 

III. Chrysanthèmum coronarium  

1. Étude botanique et ethnobotanique  

Le genre Chrysanthème du grec chrysanthemon qui veut dire fleur d’or (chrysos : or et 

anthemon : fleur) appartient à la famille des Astéracées et comprend près de 300 espèces. 

Depuis de nombreux siècles, les plantes de chrysanthème sont utilisées dans la médecine 

populaire pour traiter la fièvre, l'arthrite, le vertige, les symptômes d'hypertension et les 

maladies infectieuses telles que la pneumonie, la colite et la stomatite [143].  

Chrysanthemum coronarium ou chrysanthème des jardin connu au nom Mourrara, 

Aasloudya, Rezaïma, Djachouane ou Keraa ed djadja est une plante annuelle largement répandu 

dans la région méditerranéenne, au Japon, en Chine et aux Philippines [16,119]. 

Cette plante peut atteindre un mètre de haut (à la floraison). Elle possède une tige 

fibreuse et robuste, des feuilles disposées en spirale, denses près de la base de la plante, 

devenant plus espacées à mesure que les tiges s'allongent [144]. Il en existe trois types de C. 

coronarium, classés en fonction de la taille des feuilles : un spécimen avec des feuilles vert 

foncé étroites et finement divisées, des feuilles de taille intermédiaire, larges, un peu fendues, 

verte pâle. Le type à feuilles larges est adapté aux régions chaudes, tandis que les types à feuilles 

intermédiaires et étroites ont une grande capacité d'adaptation au climat, tolérant à la fois le 

froid et la chaleur. La fleur radié et solitaire au sommet de la tige est d’une couleur entièrement 

jaune ou jaune à la base et blanche au contour. Sa période de floraison est entre le printemps et 

l’automne [145].  
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Les feuilles et les fleurs de C. coronarium sont utilisés sous forme de tisane est comme 

un diurétique doux qui aide à lutter contre la cystite et la rétention d'eau. En tant qu'herbe 

tonique, le chrysanthème des jardins est très apprécié en Chine car il est riche en minéraux, en 

acides aminés et en vitamines A, D et E [146]. Une soupe fine peut être préparée comme tonique 

de printemps et purificateur du sang et des reins, et pour dissiper un froid persistant et dégager 

la poitrine des mucosités [147]. Les pétales jaune vif sont utilisés comme un colorant 

alimentaire. De plus elle est utilisée comme plante ornementale aux bordures des jardins [120].  

2. Travaux antérieurs   

Plusieurs études ont été munies sur la composition chimique de l’huile essentielle et des 

extraits de C. coronarium ainsi que leur différente activité biologique. L’huile essentielle a 

montré un effet antiprolifératives in vitro sur différentes lignées de cellules cancéreuses 

humaines, dont le cancer du côlon était le plus sensible [148]. Elle possède aussi un effet anti-

inflammatoire comparable à celui du Diclofénac (Anti-inflammatoire non stéroïdien) [149]. 

L’extrait hydro-alcoolique de C. coronarium possède une activité anti-oxydante 

intéressante due à la présence de deux dérivés de l’acide caféoylquinique [150,151].  

Champ de C. coronarium (saf-saf, Tlemcen 
20-04-2018) 

C.coronarium (Plantes de la France : décrites 
et peintes d'après nature) 

Figure 24: illustration C. coronarium 
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C. coronarium présente d’autres activités biologiques telles que l’activité 

antimicrobienne contre Bacillus cereus et staphylococcus aureus, un effet Antidiabétique et 

peut lutter contre l’hypercholestérolémie, et des effets phytotoxiques puissant contre les 

mauvaises herbes [151,152]. 

3. Rendement et Composition chimique de l’huile essentielle  
La récolte a été faite entre la fin avril et début de mois de Mai 2018 à Saf-Saf (Tlemcen). 

L’huile essentielle d’une couleur bleutée et une odeur narcotique a été obtenue par 

hydrodistillastion de la matière sèche avec un rendement de 0.1%. 54 composés ont été 

identifiés avec un pourcentage de 91,3% de la composition totale de l’huile. Les composés ont 

été identifiés en comparant leurs spectres de masse (EI-MS) et leurs indices de rétention (IR) 

avec ceux de la bibliothèque spectrale de masse. 25 monoterpènes, 22 sesquiterpènes, 5 

composés non-terpéniques et 2 diterpènes ont été identifiés. L'huile essentielle étudiée a été 

principalement constituée de monoterpènes oxygénés (43.1%), accompagnés de sesquiterpènes 

hydrocarbonés (21,3% et sesquiterpènes oxygénée (12.5%) (Tableau 10). 

Les monoterpènes oxygénés ont été représentés principalement par le camphre (12,5%) 

suivis par le pinacarvone (5.5%), cis–chrysanthényl acétate (4.8%), Lyratyl acétate (3.5%) et 

trans–chrysanthenyl acétate (3.1%). La deuxième classe dominante de l'huile essentielle été les 

sesquiterpènes hydrocarbonés avec le farnescène (6.2%), germacrène-D (5.1%) et 

caryophyllène (3.1%). Les sesquiterpènes oxygénés ont été présents en petites quantités et 

constituent environ 12.5% de la composition de l'huile et ont été nettement dominés par le 

caryophyllène oxyde (2,9%), hydrate de epi-cis-sesquisabinène (2,2%) et le bisabolol (2,1%). 

L’huile essentielle est constituée par un diterpène, le phytol (3,3 %). 

 

Figure 25: Dérivés de l’acide caféoylquinique présents dans l'extrait de C. coronarium 
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Tableau 10: Composition chimique de l'huile essentielle de C. coronarium 

N° Composés Ira IRp % Identification 

1 Pinène 934 1016 0,2 RI, MS 
2 Myrcène 982 1153 0,6 RI, MS 
3 Yomogi alcool 985 1381 0,4 RI, MS 
4 Limonène  1021 1196 0,7 RI, MS 
5 Linalool 1081 1545 0,8 RI, MS 
6 Camphre 1120 1516 12,5 RI, MS 
7 Citronellal  1133 1495 0,2 RI, MS 
8 Pinacarvone 1139 1644 5,5 RI, MS 
9 Isomenthone 1140 1495 1,9 RI, MS 

10 Bornéol 1148 1776 0,9 RI, MS 
11 Lyratol 1159 1780 0,2 RI, MS 
12 Terpinèn-4-ol 1163 1589 0,2 RI, MS 
13 Cymene-8-ol 1169 1833 0,4 RI, MS 
14 Terpinéol 1177 1714 0,2 RI, MS 
15 Géranyle isovalerate 1202 1663 0,1 RI, MS 
16 Pulégone 1212 1620 0,1 RI, MS 
17 Trans chrysanthenyl acétate 1240 1699 3,1 RI, MS 
18 Cis chrysanthenyl acetate 1247 157 4,8 RI, MS 
19 Lyratyl acetate 1259 1630 3,5 RI, MS 
20 Bornyl acetate 1264 1572 1,1 RI, MS 
21 Lavandulol acetate 1270 1597 0,2 RI, MS 
22 Myrtenyl acetate 1326 1729 0,8 RI, MS 
23 Verbenone 1358 1604 0,7 RI, MS 
24 Caryophyllene 1380 1593 3,1 RI, MS 
25 6,8-Nonadien-2-one, 6-methyl-5-(1-methylethylidene) 1404 1750 1,1 RI, MS 
26 Bergamotene 1414 1581 0,5 RI, MS 
27 Farnescene  1446 1771 6,2 RI, MS 
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28 Alpha farnesene 1459 1687 1,5 RI, MS 
29 Isovalerate de lyratyle 1472 1801 4,4 RI, MS 
30 Germacrène-D  1476 1782 5,1 RI, MS 
31 Murolène 1490 1740 0,4 RI, MS 
32 Beta sesquiphallandrène 1516 1768 3,1 RI, MS 
33 Alpha cadinène 1525 1715 0,6 RI, MS 
34 (E)-α-Bisabolène 1532 1750 0,4 RI, MS 
35 Cis, trans farnésène 1548 1734 0,2 RI, MS 
36 Nérolidol 1552 1843 0,3 RI, MS 
37 Cis-3-hexenyl benzoate 1559 1971 5,3 RI, MS 
38 Spathulénol 1566 2107 1,1 RI, MS 
39 Pinocarvéol 1571 1683 0,7 RI, MS 
40 Caryophyllène oxyde 1579 1905 2,9 RI, MS 
41 Shyobunol 1586 2262 0,2 RI, MS 
42 Isoaromadendrène 1590 1616 0,2 RI, MS 
43 Viridiflorol 1598 2064 0,8 RI, MS 
44 Acorénol 1610 2123 0,3 RI, MS 
45 Epi-cis-sesquisabinène hydrate 1622 2156 2,2 RI, MS 
46 tau Cadinol 1636 2253 1,3 RI, MS 
47 Alpha cadinol 1643 2259 0,6 RI, MS 
48 Bisabolol 1670 2218 2,1 RI, MS 
49 Geranyl-alpha-terpinène 1957 2218 0,8 RI, MS 
50 Linoléate de méthyle  2106 2596 0,3 RI, MS 
51 Phytol 2131 2675 2,5 RI, MS 
52 Tricosane 2302 2316 0,3 RI, MS 
53 Heptacosane 2504 2500 0,5 RI, MS 
54 Pentacosane 2500 2500 3,2 RI, MS 

 Total     91,3   

Monoterpènes hydrocarbonés     1,5   

Monoterpènes oxygénés     43,1   

Sesquiterpènes hydrocarbonés     21,3   

Sesquiterpènes oxygénés     12,5   

Diterpènes      3,3   

Composés non-terpéniques      9,6   
 

Il est intéressant de noter que la composition chimique de l'huile essentielle de C. 

coronarium est sensiblement susceptible de changer quantitativement et qualitativement en 

raison du génotype, de l'origine géographique et des facteurs environnementaux. Par exemple, 

les principaux composants de l'huile essentielle provenant des échantillons de l’Espagne ont été 

le camphre (29,2%), 𝛼-pinène (14,8%), lyratyle l'acétate (9,8%) et 𝛽-pinène (8,5%) [153]. 

D'autre part, la composition en huile essentielle des capitules de C. coronarium d'origine 

tunisienne été la suivante : cis-chrysanthényle acétate (21,82 %), trans-chrysanthényle acétate 

(12,78 %), (E)-𝛽-farnésène (8,97 %), germacrène-D (8,92 %) et camphre (6,03 %) [151]. 

Néanmoins, le camphre (17,5%) a été le principal composant de l'huile des capitules de C. 

coronarium de Jordanie, tandis que le santolina triène (4,3%), le néoiso-3-thujanol (5,6%), cis-

chrysanthényle acétate (10,8%), l'aldéhyde périllaire (11,7%), l'isoitalicène (4,7%) et le 
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butanoate de phénylpropyle (4,9%) ont été les principaux composants de l'huile essentielle 

[154]. 

4. Composition chimique de la fraction polaire de l’huile essentielle de 

Chrysanthemum coronarium  

La fraction F1 a été obtenue en utilisant le pentane 100% sur une colonne 

chromatographique flash. La fraction polaire (F2) a été obtenue par purification sur colonne 

chromatographique flash avec l’éther d’éthylique 100% sous forme d’une huile verdâtre qui 

gèle à 25°C. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Le fractionnement de l’huile essentielle a permis de mettre en évidence 11 composés 

oxygénés supplémentaires identifiés dans la fraction oxygénée et qui n’existait pas dans la 

composition chimique de l’huile essentielle . Il s’agit de trois alcools monoterpéniques (cis-

chrysanthenol, trans-chrysanthenol, et perillyl alcool), un alcool sesquiterpénique (di-epi-1,10-

cubenol), deux cétones (artemisia cetone et chrysanthenone), deux aldéhydes (decanal et (E)-

2-hexenal), un ester (neryl tiglate) et deux acides carboxyliques (acide hexadécanoïque et 

l’acide tetradécanoïque.   

   

 

 
          
                            
 
 
 

 

 

 

 

Fraction 1 (F1) 50 mg Fraction 2 (F2) 193 mg  

Huile essentielle 270 mg  

Chromatographie flash pentane /ether 
diethylique  

100/0 0/100 
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La fraction polaire est composée majoritairement par l'alcool périllylique (10,5%), cis-

chrysanthenyl acétate (7.8%), lyratyl acétate (7.5%), bornéol (7.1%,) bisabolol (6.3%) et bornyl 

acétate (6.2%) (Tableau 11). 

 

Tableau 11: Composition chimique de la fraction polaire de l'huile essentielle de C. coronarium 

N° Composés LIRa Ira IRp % Identification 

1 (E)-2-Hexenal 832 829 1206 2,3 RI, MS 

2 Artemisia cétone 1040 1041 1349 5,1 RI, MS 

3 Nonanal 1080 1081 1396 0,6 RI, MS 

4 Chrysanthenone 1099 1096 1480 0,9 RI, MS 

5 Camphre 1120 1125 1513 3,1 RI, MS 

6 trans-Chrysanthenol 1132 1130 1268 1,7 RI, MS 

7 cis-Chrysanthenol 1146 1146 1253 3,6 RI, MS 

8 Borneol 1146 1148 1692 7,1 RI, MS 

9 Lyratol 1150 1152 1770 0,9 RI, MS 

10 Decanal 1182 1180 1499 0,3 RI, MS 

11 Trans chrysanthenyl acetate 1242 1247 1632 3,9 RI, MS 

12 Cis chrysanthenyl acetate 1247 1250 1540 7,8 RI, MS 

13 Lyratyl acetate 1259 1260 1630 7,5 RI, MS 

14 Bornyl acetate 1268 1269 1579 6,3 RI, MS 

15 L'alcool périllylique 1274 1275 2006 10,5 RI, MS 

16 Myrtenyl acetate 1326 1328 1729 3,6 RI, MS 

17 Caryophyllene oxyde 1575 1576 1962 0,6 RI, MS 

18 Di-epi-1,10-cubenol 1610 1612 2056 3,6 RI, MS 

19 t-Cadinol 1634 1630 2166 3,6 RI, MS 

20 α-Cadinol 1644 1645 2229 3,5 RI, MS 

21 Neryl tiglate 1652 1650 2055 1,9 RI, MS 

22 α-Bisabolol 1677 1675 2214 6,2 RI, MS 

23 Acide Tetradecanoïque 1761 1756 2650 1,6 RI, MS 

24 Acide Hexadecanoïque 1951 1954 2820 2,8 RI, MS 

25 (Z)-Phytol 2080 2085 2611 1,2 RI, MS 

26 Acide linoléique méthyl ester 2106 2108 2596 0,9 RI, MS 

 % Identifications    91,1  

 Monoterpènes oxygénés    62  

 Sesquiterpènes oxygénés    19,4  

 Diterpènes    8,5  

 Composés non-terpèniques     1,2  
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IV.  Ammoides verticillata  

1. Étude botanique et ethnobotanique  

Plusieurs nomenclatures ont été attribuées à cette plante Ptychotis verticillata, 

Ammoides pusilla (Breistr), Psychotis ammoides (Koch) Ammoides verticillata (Briq), 

Petroselius ammoides (Rchb) Trachyspennuni ammi (Sprague) [155]. Son nom vernaculaire 

"Nounkha", connu en arabe sous le nom de Nankhawah, vient de la déformation du nom persan 

‘’Nan’’ et ‘’khah’’ qui signifie "demander du pain" pour indiquer son action apéritif [119]. 

2. Travaux antérieurs  

A. verticillata est une plante très répandue et importante sur le plan médical. Les racines 

sont de nature diurétique. Les graines contiennent 2 à 4,4 % d’une huile de couleur brune 

appelée huile d'ajwain [156]. L'huile de graines ainsi que la plante entière est généralement 

composé principalement de thymol, mais des variations significatives de la composition 

chimique de différentes régions ont été observées dans de nombreuses recherches et peuvent 

être considérées comme des chémotypes comme le thymol, le p-cymène, le carvacrol et le γ-

terpinène [156-158]. 

 L'huile essentielle est utilisée dans le traitement des troubles  gastro-intestinaux, du 

manque d'appétit et des problèmes pulmonaires. De nombreuses propriétés ont été signalées, 

telles que des effets fongicides, antimicrobiens et antioxydants sur les êtres humains [156].  

Le fruit possède des propriétés antispasmodiques et carminatives. C'est un agent 

correctif important pour les flatulences, la dyspepsie atonique et la diarrhée, et d'autres activités, 

telles que l'hypotension, l'hépatoprotection [158], antitussif, anticholinergique, anti-

inflammatoire, antipaludéen et anthelminthique, l'antispasmodique, le bronchodilatateur et 

l'expectorant, ont été prouvées [159]. Les graines sont utilisées en petites quantités pour 

aromatiser de nombreux aliments, comme conservateurs, et pour la fabrication de l'huiles 

essentielles en parfumerie. 

Le travail présenté dans cette partie est une continuité des travaux réalisé par 

BENYOUCEF.F, (thèse soutenue juin 2020). 

3. Rendements et compositions chimiques de l’huile essentielle de A. verticillata 

Le matériel végétal a été collecté dans les monts de Mafrouche (S1) et Bensekrane (S2). 

Les huiles essentielles de couleur jaune pâle ont été obtenues à partir des parties aériennes par 

hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger avec respectivement des rendements de 

2.8% (m/m). 
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Tableau 12: Variabilité chimique de l’huile essentielle de A. verticillata 

No.a Composés   IRla
b IRa

c IRp
d S1 S2 Identificatione 

1 α-Thujène 932 925 1012 - 1.1 RI, MS 

2 α-Pinène 931 932 1023 0.8 0.2 RI, MS 

3 Sabinène 964 966 1118 0.2 tr RI, MS 

4 Myrcène 976 982 1159 0.7 6.5 RI, MS 

5 p-Cymène 1010 1012 1259 19.2 12.5 RI, MS 

6 Limonène 1020 1021 1195 19.3 10.4 RI, MS 

7 γ-Terpinèene 1047 1049 1237 11.1 9.5 RI, MS 

8 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 1.1 0.8 RI, MS 

9 Thymol 1266 1269 2189 tr 45.3 RI, MS 

10 Carvacrol 1282 1278 2220 44.3 8.6 RI, MS 

11 α-Humulene 1456 1456 1665 0.1 tr RI, MS 

12 γ-Muurolene 1471 1469 1679 tr 0.2 RI, MS 

Identification %     96.8 95.1  

 Monoterpènes d'hydrocarbonés 51.3 40.2  

 Monoterpènes oxygénés 45.4 54.7  

 Sesquiterpènes d'hydrocarbures  0.1 0.2  

 

Tous les composés ont été identifiés par GC et GC-MS avec ceux de la bibliothèque 

Arômes. Parmi ces composés, dix monoterpènes et deux sesquiterpènes. Les huiles des deux 

stations (S1 et S2) ont été dominées par un pourcentage élevé en composés monoterpènes (96.7 

% et 94.9%, respectivement) dans lesquels les composés oxygénés (54.7%) pour la station de 

Bensekrane (S2) ont été plus élevés que les hydrocarbures (40.2 %). Alors que pour la station 

S1, les composés hydrocarbures (51.3%) sont plus élevés que les oxygénés (45.4 %). Les 

principaux composants sont le thymol (tr-30,5%), carvacrol (8.6-44.3%), p-cymène (12.5-

19.2%), limonène (10.4-19.3%) et γ-terpinène (9.5-11.1%) (Tableau 12). 
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I. Activité antioxydante  

La préservation des produits alimentaires et cosmétiques de manière écologique et 

efficace a été un axe de recherche important pour l’industrie. Actuellement, les huiles 

essentielles sont qualifiées d’antioxydants naturels et proposées comme alternatives potentielles 

aux antioxydants synthétiques. Un certain nombre d’études ont déjà été menées pour prouver 

que certaines huiles essentielles issues de plantes naturelles peuvent non seulement jouer un 

rôle clé dans la limitation de l’oxydation des lipides de la viande et d’autres aliments gras en 

particulier, mais aussi contribuer au développement d’une odeur agréable et d’un goût favorable 

pour les consommateurs. Dans les compositions cosmétiques contenant des huiles riches en 

acides gras insaturés, les concepteurs sont obligés d’ajouter des antioxydants et de remplacer 

les conservateurs synthétiques [160]. L’activité antioxydante des huiles essentielles 

individuelles, en combinaison, des fractions des huiles essentielles, du composé majoritaire et 

de ses analogues ont été évalués par le piégeage des radicaux libres (DPPH) et la méthode de 

la réduction du fer (FRAP) ou par le test de blanchiment du β-carotène 

1. Evaluation de l’activité antioxydante de l’extrait d’hydrolat, l’huile 

essentielle de C. caeruleus, carlina oxyde et des analogues    

 L’étude comparative de l’activité du piégeage des radicaux libre DPPH● de l’huile 

essentielle de C. caeruleus, de l’extrait d’hydrolat, de l’oxyde de carlina et des analogues avec 

celle exprimée par le BHT a montré une très bonne activité antioxydante par rapport au composé 

synthétique BHT. Plus la IC50 est faible, plus le pouvoir antioxydant d’un composé est élevé. 

Les activités de piégeage des radicaux libres les plus faibles ont été obtenues par l’extrait 

d’hydrolat (50,3 %) et l’huile essentielle (60,7 %) a une concentration de 50 mL/L, tandis que 

les activités les plus fortes ont été obtenues par les analogues IM11 (94,26 %), IM2 (91.4%), 

carlina oxyde (89.6%), IM12 (76.9%) et IM13 (66.5%) à des concentrations de 25 ml/L 

(Tableau 13). 

La concentration inhibitrice maximale (IC50) assurant une inhibition de 50 % de la 

DPPH dans la solution d’essai a été calculée (Tableau 13). 

L’analogue IM2 a indiqué la plus forte activité dans l’extinction du radical DPPH● avec 

une IC50 de 1.04 mL/L suivi de IM11 (1.9 mL/L), soit environ 15 fois plus élevé que 

l’antioxydant synthétique utilisé comme référence le BHT (IC50 = 16,4 ml/L ; Tableau 13). 
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Tableau 13: % d’inhibition du DPPH● de HE de C. caeruleus, l’extrait d’hydrolat, carlina oxyde, les 

analogues, et le BHT a différentes concentrations. 

Échantillons  Activité anti-oxydante 

BHT 

Concentration 

(mL/L) 
2.5 5 10 25 50 

I% 18,6±0.8 30,4±1,6 35,9±2,8 55,9±6,3 84,7±9,3 

IC50 (mL/L) 16.4 

Huile 

essentielle 

Concentration 

(mL/L) 
0,5 1 2.5 5 10 12.5 25 50 

I% 22.4 21 25.5 30.2 36.1 40.8 50.3 60.7 

IC50 (mL/L) 24.6 

Hydrolat 

Concentration 

(mL/L) 
2.5 5 10 25 

50 

 

I% 20.5 35.2 39.3 46.3 50.3 

IC50 (mL/L) 46.2 

Car-Ox 

Concentration 

(mL/L) 
0.5 1 2.5 5 10 12.5 25 50 

I% 27.7 33.6 46,1 53,6 67,9 76,9 89,6 94,3 

IC50 (mL/L) 6.2 

IM2 

Concentration 

(mL/L) 
1 2.5 5 10 12.5 25 

I% 49,2 62 65 70,9 72,2 91.4 

IC50 (mL/L) 1.04 

IM11 

Concentration 

(mL/L) 
1 2.5 5 10 12.5 25 

I% 30,13 64,9 70.7 81,8 83.6 94.26 

IC50 (mL/L) 1.9 

IM12 

 

Concentration 

(mL/L) 
1 2.5 5 10 12.5 25 

I% 26,8 49.8 52.8 64.4 66.3 76.9 

IC50 (mL/L) 3.7 

IM13 

Concentration 

(mL/L) 
2.5 5 10 12.5 25 

I% 46 51.88 55 56.90 66.5 

IC50 (mL/L) 4.97 

  

La figure 28 représente les valeurs d’absorbance en fonction des différentes 

concentrations de l’huile essentielle, de l’extrait d’hydrolat et de l’oxyde de Carlina obtenues 

par la méthode FRAP. On a constaté que l’activité antioxydante des extraits augmente avec la 

concentration. À des concentrations plus élevées, l’activité antioxydante de l’oxyde de carlina 

est supérieure à celle de l’huile essentielle, du BHT et de l’extrait d’hydrolat.  
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La figure 28 montre que carlina oxyde possède une meilleure activité antioxydante 

comparée à ses analogues IM2, IM12, IM13, IM11 respectivement. Cette activité augmente en 

fonction de la concentration.  

En observant les figures 28 et 29 on remarque que les analogues de carlina oxyde ont des valeurs 

d’absorbance plus faible que celle du BHT, ceci dit ; ce dernier a une meilleure activité 

comparée aux analogues.  

Le test FRAP nous permis de conclure que la meilleur activité antioxydante est attribué 

au composé naturel carlina oxyde. On remarque qu’il n’y a pas une cohérence entre les résultats 

des deux méthodes (DPPH et FRAP). Cette différence réside à la spécificité de chacune des 

méthodes ainsi que la structure des différents composés et leurs mécanismes d’action.  

2. Évaluation de l’activité antioxydante des huiles essentielles de A. verticillata 

et C. caeruleus individuelles et collectives en combinaison  

Les concentrations inhibitrices maximales (IC50) des huiles essentielles sont indiquées 

dans le tableau 14. Dans la présente étude, les deux HE Coll de A. verticillata est C. caeruleus 

étudiées ont montré des activités antioxydantes prometteuses par rapport à l’antioxydant 

synthétique, l’huile essentielle collective de A. verticillata a montré la plus forte activité 

antioxydante lorsqu’elle a été évaluée par les méthodes de blanchiment au β-carotène et de 

DPPH avec des valeurs d’inhibition des IC50 de 2,3 et 15,2 g/L, respectivement. D’autre part, 

l’huile essentielle collective de C. caeruleus présente une bonne activité antioxydante (IC50 de 

4,7 et 26,5 g/L, respectivement) mais qui reste inférieure à l’antioxydant synthétique BHT si 

l’on en juge par ses valeurs (IC50 de 4,6 et 16,3 g/L, respectivement). 
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Figure 26: Pouvoir réducteur de l’huile 

essentielle de C. caeruleus (HE), de l’extrait 

d’hydrolat (HY) et de l’oxyde de carlina 

Figure 27:Pouvoir réducteur de carlina oxyde et ses 

analogues 
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Tableau 14: % d’inhibition du DPPH● et test blanchiment au β-carotène de l’HE de A. verticillata et 

C. caeruleus collectif (individuelles et en combinaison) 

 

Tests  

                                 IC50 (g/L)  

A. verticullata C. caeruleus A. verticullata/ C. caeruleus  

BHT HE Coll HE Coll 

Individuelles 1:1 Combinaison 

DPPH 15,2 ± 1,5 26.5 ± 0,9 8.2 ± 0,9 16.3 ± 0,8 

Test blanchiment au β-

carotène 

2,3 ± 0,8 4.7 ± 0,2 0.6 ± 0,6 4,6 ± 0,5 

  

Le mélange des huiles collectives a été très efficace par rapport aux huiles essentielles 

individuelles par les deux méthodes blanchiment du β-carotène et DPPH qui a montré une 

augmentation significative de l’activité antioxydante. Les IC50 du mélange de l’huile Coll est 

de 0,6 et 8,2 g/l, soit environ, respectivement de 7 et 2 fois plus que l’antioxydant synthétique 

utilisé comme référence, (IC50 = 4,6 g/l et 16,3 g/l (Tableau 14). En général, l’huile Coll de A. 

verticillata et C. caeruleus testés individuellement ont montré des activités antioxydantes 

élevées par rapport à l’antioxydant synthétique.  

Dans un mélange binaire, l’interaction entre les deux huiles Coll a montré des effets 

synergiques significatifs. Ceci s’explique par l’effet synergique résultant des principaux 

constituants du mélange de A. verticillata et C. caeruleus, c’est-à-dire entre le thymol (30,5%), 

le carvacrol (30,5%), le p-cymène (13,1%) et l’oxyde de carlina (95,8%). 

3. Évaluation de l’activité antioxydante des huiles essentielles individuelles 

(riches en thymol/carvacrol et en oxyde de carlina) et en combinaison  

L’activité antioxydante évaluée par les méthodes blanchiment du β-carotène et DPPH 

de l’huile essentielle de A. verticillata de la station S2 (Tableau 1, Chapitre 2) contenant du 

thymol (45,3%) et du p-cymène (12,5%) a montré la plus grande activité antioxydante (IC50 = 

5.5 g/l et 32,1 g/l, respectivement) que celle de l’huile essentielle de la station S1 contenant du 

carvacrol (44,3 %) et du p-cymène (19,2 %) (IC50 = 8,3 g/l et 76,2 g/l, respectivement) mais 

qui reste inférieure à l’antioxydant synthétique. L’huile essentielle de C. caeruleus de la station 

S2 a indiqué l’activité la plus élevée, avec une IC50 de 2,7 et 6,5 g/l, ce qui est environ deux 

fois plus élevé que l’antioxydant synthétique utilisé comme référence (Tableau 15). 
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Tableau 15: Activité antioxydante d’huiles essentielles individuelles (riches en thymol et en oxyde de 

carlina) et en combinaison. 

 

Tests  

                                 IC50 (g/L)  

A. verticullata 

(S7) 

C. caeruleus 

(S5) 

A. verticullata/ C. caeruleus 

(S7) + (S5) 

 

BHT 

Individual 1:1 Combination 

DPPH 32,1 ± 2,6 6.5 ± 0,9 13.2 ± 0,6 16.3 ± 0,8 

test de blanchissement du 

β-carotène 

5,5 ± 0,8 2.7 ± 0,2 2.3 ± 0,1 4,6 ± 0,5 

Les valeurs sont représentées par la moyenne ± SEM  

 En mélange binaire, les mélanges des huiles essentielles ont été très efficaces par 

rapport aux huiles essentielles individuelles testées. La combinaison des huiles essentielles de 

A. verticillata et de C. caeruleus a montré une augmentation significative de l’activité 

antioxydante (Tableaux 15 et 16). Cependant, il semble que la combinaison de thymol (45,3 

%) et de P-cymène (12,5 %) avec l’oxyde de carlina (63,1 %) augmente l’activité antioxydante 

(IC50 de 2,3 g/l et 13,2 g/l, respectivement) qui est supérieure à l’antioxydant synthétique utilisé 

comme référence (IC50 = 4,6 g/l et 16,3 g/l, respectivement), testé par le test de blanchissement 

du β-carotène et DPPH (Tableau 15). 

 En revanche, l’association du carvavrol (44,2 %) et du pcymène (19,2 %) avec l’oxyde 

de carlina (63,1 %) a été moins efficace avec des IC50 de 18,2 g/l et 4,1 g/l, respectivement, 

mais qui reste presque égale à l’antioxydant synthétique (Tableau 16). 

Tableau 16: Activité antioxydante d’huiles essentielles individuelles (riches en carvacrol et en oxyde 

de carlina) et en combinaison. 

 

Tests  

                                 IC50 (g/L)  

A. verticullata 

(S2) 

C. caeruleus 

(S5) 

A. verticullata/ C. caeruleus 

(S2) + (S5) 

 

BHT 

Individual 1:1 Combination 

DPPH 76.2 ± 5,5 6.5 ± 0,9 18.2 ± 3,6 16.3 ± 0,8 

test de blanchissement du 

β-carotène 

8,3 ± 1,8 2.7 ± 0,2 4.1 ± 2,6 4,6 ± 0,5 

Les valeurs sont représentées par la moyenne ± SEM  

 

Dans la présente étude, il a été observé que l’association des composés phénoliques 

(thymol, carvacrol et pcymène) avec le composant acétylénique ont présenté un très fort pouvoir 
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antioxydant, bien supérieur à l’antioxydant synthétique BHT. Tandis que, l’association du 

carvacrol et du pcymène avec l’oxyde de carlina avait le même pouvoir antioxydant que le BHT 

(activité additive). Les huiles essentielles sont des produits végétaux naturels contenant un 

mélange complexe de composants et ayant donc de multiples propriétés biologiques. La plupart 

de l’activité antioxydante des huiles essentielles semble dériver de terpénoïdes oxygénés, en 

particulier les terpènes phénoliques, les phénylpropanoïdes et les alcools. Le thymol, le 

carvacrol et l’eugénol sont les plus puissants antioxydants présents dans les huiles essentielles 

examinées, et leurs effets sur l’alimentation font partie de leurs bienfaits pour la santé 

humaine[31,161].  

Plusieurs études ont été menées sur différentes activités biologiques fournies par l’oxyde 

de carlina qui a montré des activités antimicrobiennes, antitrypanosmiques, anti-

inflammatoires, antiulcéreuses et antioxydantes très prometteuses [108,124,134,136,162]. 

Seules quelques études sur l’effet synergique des huiles essentielles ont été documentées. 

Grosso et al. [163] ont suggéré que la combinaison de thymol, carvacrol et thymoquinone dans 

l’huile volatile de Satureja montana pourrait être responsable de l’augmentation de l’activité 

antioxydante. Benyoucef et ses collègues [164] ont suggéré que la combinaison des huiles 

essentielles de T. fontanesii, A. herbaalba et R. officinalis a montré la plus grande activité 

antioxydante avec une IC50 de 2,6 mg/L presque égale à l’antioxydant synthétique (BHT). 

L’efficacité antioxydante des huiles essentielles de certaines épices et herbes en combinaison a 

montré des interactions synergiques. 

 L’évaluation des différentes combinaisons possibles de ces plantes ont montré que la 

combinaison coriandre/cumin l’huile de graines a produit des interactions synergiques [73]. Le 

potentiel antioxydant de ces mélanges augmente les interactions synergiques entre les différents 

antioxydants et les composés présents dans le mélange d’huiles essentielles. Cependant, on sait 

très peu de choses sur le mécanisme des interactions qui sont responsables de l’activité 

antioxydante synergétique [72]. 

4. Évaluation de l’activité antioxydante des huiles essentielles de A. valentinus,                             

C. coronarium, et leur fractions oxygénées (individuelles et en combinaison) : 

Les résultats de l’étude de l’activité de piégeage des radicaux libres DPPH● des huiles 

essentielles de A. valentinus et de C. coronarium, de leurs fractions oxygénées (seuls et en 

combinaison), et du mélange des huiles essentielles de A. valentinus et de C. coronarium avec 

celle obtenue par le composé synthétique BHT a révélé une très bonne activité antioxydante 

comparé à ce dernier. 
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Tableau 17: % d’inhibition du DPPH● de HE de A. valentinus, C. coronarium et leur fractions 

oxygénées (individuelle et en combinaison) 

 

La plus faible activité de piégeage des radicaux libres a été obtenue par l’huile de A. 

valentinus (70,6 %) à une concentration de 25 mL/L, tandis que l’activité la plus élevée a été 

obtenue par la combinaison des fractions oxygénées (91,8 %) suivie par celle de l’huile 

essentielle de C. coronarium (90,44 %) à une concentration de 25 mL/L (Tableau 17). 

Le mélange (1:1) des huiles essentielles a indiqué la plus forte activité en extinction du 

radical DPPH● avec une IC50 de 2 mL/L suivi de la fraction oxygénée de l’huil de C. coronarium 

Échantillons  Activité antioxydante 

BHT 

Concentration 

(mL/L) 
2.5 5 10 25 50 

I% 18,6±0.8 30,4±1,6 35,9±2,8 55,9±6,3 84,7±9,3 

IC50 (mL/L) 16.4 

HE AV 

Concentration 

(mL/L) 
3 6 12.5 25 50 

I% 24,5 41.8 57.9 70.6 76.6 

 8,4 

FOXAV 

Concentration 

(mL/L) 
3 6 12.5 25 50 

I% 49% 73% 81% 87% 89% 

IC50 (mL/L) 3,2 

HE CR 

Concentration 

(mL/L) 
2.5 5 10 25 50 

I% 34,76% 59,87% 78,76% 83,91% 89,27% 

IC50 (mL/L) 4,4 

FOXCR 

Concentration 

(mL/L) 
1.5 3 6 12.5 25 

I% 39 50% 82,24% 87,43% 90,44%% 

IC50 (mL/L) 3 

MEL 

Concentration 

(mL/L) 
1.25 2.5 5 10 20 

I% 35.51% 51.6% 73.8% 84.9% 88.4% 

IC50 (mL/L) 2 

MEL FOX 

Concentration 

(mL/L) 
1.5 3 6 12.5 25 

I% 16.7% 33.6% 59.3% 87,43% 91,8% 

IC50 (mL/L) 4,8 

 

FOXAV : fraction oxygénée d’A.valentinus ; FOXCR : fraction oxygénée de C.coronarium ;MEL :mélange 1 :1 des 

huiles essentielles A.valentinus et C.coronarium ; MEL FOX : mélange 1 :1 des fractions oxygénées d’A.valentinus et 

C.coronarium 
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(3 mL/L), environ 5 fois plus élevée que l’antioxydant synthétique BHT utilisé comme 

référence (IC50 = 16,4 mL/L ; (Tableau 17). 

L’huile de A. valentinus a présenté une IC50 de 8,4 mL/L, tandis que l’huile essentielle 

de C. coronarium a été de 4,4 mL/L. Une combinaison de ces deux huiles a montré une IC50 de 

2 mL/L, on parle donc d’un effet synergique.  

La combinaison des fractions oxygénées a montré un effet antagoniste, avec une IC50 de 

la fraction oxygénée de C. coronarium de 3 mL/L et de la fraction oxygénée de A. valentinus 

de 3,2 mL/L ; la combinaison a une IC50 de 4,8 mL/L.  

 

 

La figure 30 montre que l’activité oxydante augmente en fonction de la concentration. 

L’activité antioxydante de l’huile essentielle de A. valentinus et sa fraction oxygénée est plus 

faible que celle du BHT. Néanmoins, la fraction oxygénée possède une activité proche du BHT 

a des concentrations < 20 mL/L (meilleur que celle de l’huile essentielle). 

A des concentrations plus faibles, l’huile essentielle de C. coronarium a une activité 

plus intéressante que celle de sa fraction oxygénée, mais qui reste plus faible que celle du BHT 

(Figure 31). 

 

Figure 28: Pouvoir réducteur de l’huile d’A. 
valentinus et sa fraction oxygénée 

Figure 29: Pouvoir réducteur de l’huile 
essentielle de C. coronarium et sa fraction 
oxygénée 
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La figure 32 montre que le pouvoir réducteur des huiles essentielles en combinaison est 

plus important que celui des fractions oxygénées en combinaison. À une concentration de 9.5 

mL/L le mélange des huiles essentielles (1 :1) possède le même pouvoir que celui du BHT, au-

delà de cette concentration l’activité des huiles essentielles en combinaison est plus importante. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

L’huile essentielle de A. valentinus et C. coronarium possède pratiquement le même 

pouvoir réducteur. Le mélange 1 :1 de ces deux huiles augmente l’absorbance donc augmente 

le pouvoir réducteur, dans ce cas on peut dire qu’en mélangeant ces deux huiles avec un ratio 

de 1 :1 on obtient un effet synergique (Figure 33), tandis que pour la combinaison des fractions 

oxygénées des huiles on obtient un effet antagoniste, cela s’explique par la diminution de 
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Figure 30: Pouvoir réducteur des huiles en combinaison 

(1:1) et leurs fractions oxygénées en combinaison (1:1) 

Figure 32: Effet antagoniste des fractions 
oxygénées en combinaison des HEs 
d’A.valentinus et C. coronarium 

Figure 31: Effet synergique de la 
combinaison des HEs d’A.valentinus et C. 
coronarium 
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l’absorbance (Figure 34). Le test FRAP confirme les résultats de synergisme et antagonisme 

obtenue par la méthode du DPPH.  

II. Activité antifongique  

La préoccupation accrue du secteur public concernant le niveau de résidus de pesticides 

sur les aliments a incité les chercheurs à envisager d’autres solutions que les pesticides de 

synthèse. Les composés bioactifs naturels provenant des plantes sont généralement considérés 

comme plus tolérables et moins dangereux que les composés synthétiques pour l’alimentation 

et la protection des cultures. Les plantes aromatiques et leurs composants bioactifs peuvent 

jouer un rôle généralement perçu comme des substances sûres pour la protection des cultures 

et des aliments, ce qui suscite un intérêt accru pour ces plantes [165].  

Bien que les huiles essentielles de diverses plantes sauvages se sont avérées efficaces 

contre un large éventail de micro-organismes in-vitro, elles n’ont pas réussi à inhiber la 

croissance des agents pathogènes in-vivo et n’ont pas réussi à contrôler les maladies dans des 

conditions de terrain dans la plupart des cas. Bien que le criblage in-vitro d’extraits de plantes 

soit une première étape importante dans l’identification des plantes ayant une application 

potentielle en agriculture, la confirmation in-vivo de ce potentiel est essentielle dans la 

recherche de préparations dérivées de plantes ayant le potentiel d’être commercialisées [166]. 

1. Tests in vitro de l’huile essentielle, de l’extrait d’hydrolat et de l’oxyde de 

carlina contre les champignons végétaux.  

Les effets de l’extrait d’hydrolat, de l’huile essentielle de C. caeruleus et de l’oxyde de 

Carlina ont été évalués contre les phytopathogènes fongiques : P. expansum, A. niger, 

Trichoderma sp., A. flavus et R. oryzae (Tableau 18). Les tests ont montré la variabilité de 

l’inhibition en fonction des champignons pathogènes testés. 

Tableau 18: Activité antifongique in vitro contre les champignons phytopathogènes. 

 

Microorganismes 

IC50 (mg/L) 

Huile essentielle Extrait 

d’hydrolat 

Carlina oxyde 

P. expansum 20±3.2 > 100 15±2.3 

A. niger 77.8±6.8 > 100 56.8±10.7 

Trichoderma 

sp. 

20±0.97 > 100 13±0.31 

A. flavus 20±2.7 > 100 16±0.78 

R. oryzae > 100 > 100 > 100 
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Les souches de P. expansum, Trichoderma sp. et A. flavus sont plus sensibles à l’oxyde 

de Carlina et à l’huile essentielle que celles de A. niger et R. oryzae. L’approche des 

concentrations provoquant une inhibition de 50 % (IC50) de la croissance mycélienne a montré 

que l’oxyde de Carlina et l’huile essentielle ont l’activité la plus forte contre les champignons.  

La plus forte activité a été observée par l’oxyde de Carlina contre Trichoderma sp., P. 

expansum et A. flavus avec des IC50 de 13, 15 et 16 mg/L, alors que A. niger (56,8 mg/L) et A. 

oryzae (> 100 mg/L) semblent être des souches moins sensibles.  

Les résultats ont indiqué également que l’inhibition de la croissance mycélienne de 

Trichoderma sp., P. expansum et A. flavus a été significativement influencée par l’huile 

essentielle avec des valeurs de IC50 de 20 mg/L, respectivement. L’extrait hydrolat de C. 

caeruleus a été le moins actif, les IC50 ont été supérieures à 100 mg/L pour toutes les souches 

(Tableau 18).  

2. Effet de protection in vivo de l’huile essentielle et de l’oxyde de carlina contre 

l’infection de la pomme causée par P. expansum 

Étant donné les bons résultats obtenus de l’activité antifongique in vitro, l’activité 

fongicide in vivo de l’oxyde de Carlina et de l’huile essentielle sur le développement de la 

maladie de la pomme infectée par P. expansum a été testée. L’activité in-vivo a montré que la 

gravité de la maladie causée par P. expansum était significativement réduite (P ≤ 0,05) par 

l’oxyde de carlina. Utilisé à la plus faible concentration (0,01 mg/L d’air), l’oxyde de Carlina a 

montré un effet protecteur très intéressant sur les pommes avec un faible pourcentage d’indice 

de maladie (33%) jusqu’au 15ème jour de stockage contre la pourriture causée par P. expansum 

(Tableau 19). 

Tableau 19: Effet protecteur de l’huile essentielle et de l’oxyde de carlina contre l’infection des pommes 

causée par P. expansum. 

             

Joura 

                                                                      PDI c (%) 

           Contrôle positif b Carlina oxyde 

(0.01 mg/L air) 

Huile essentielle 

 (0.01 mg/L air) 

1er jour 00 00  00  

3eme jour 24.7 12.8  16.8  

6eme jour 50.6 18.9  45.5  

9eme jour 100 25.8  64.8  

15eme jour  100 33.2  80.4  

(a) Jours de stockage. (b) Contrôle positif. (c) Indice de maladie en pourcentage 

 

 Selon la figure 35, le traitement des pommes infectées par P. expansum avec l’oxyde 

de Carlina a eu un effet protecteur significatif sur la réduction de la gravité de la maladie 
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jusqu’à 15 jours de stockage à 25 °C. L’huile essentielle n’était pas efficace contre la 

pourriture causée par P. expansum, l’indice de maladie en pourcentage était de 80% (Figure 

35a). Alors que l’indice de maladie en pourcentage était de 100% pour les fruits non traités 

utilisés comme témoins (Figure 35c). L’oxyde de carlina s’est révélé efficace dans les 

activités antifongiques in vitro et in vivo. Aucune information sur les propriétés in-vivo de 

cette molécule n’est disponible dans la littérature. Herrmann et al [108] ont étudié l'activité 

antifongique de l'oxyde de carlina isolé sur Carlina acaulis contre Streptococcus pyogenes, 

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans et Candida glabrata. Ces chercheurs ont montré 

que l’oxyde de carlina a une forte activité antimicrobienne, même contre les souches 

multirésistantes et les souches cliniques isolées [134]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Effet toxique de la fumigation 

Les résultats de la toxicité de la fumigation de l’huile essentielle de C. caeruleus en plus 

de l’oxyde de Carlina contre les adultes de B. oleae sont résumés dans le tableau 20. L’huile 

essentielle de C. caeruleus s’est montrée très biocide envers les adultes de B. oleae, une 

mortalité de 100% de la population est constatée avec une dose de 50 µl/L d’air après 24 heures 

d’exposition (Tableau 20). Cependant, l’oxyde de Carlina a causé une mortalité supérieure à 

70%. La toxicité de la fumigation a mis en évidence le potentiel relatif de l’huile essentielle de 

Figure 33: Effet de protection in vivo de l’huile essentielle et de l’oxyde de carlina contre l’infection de la 

pomme causée par P. expansum  

(Pommes traitées à l’oxyde de carlina (a), Pommes traitées à l’huile essentielle (b) et témoin positif (sans 

traitement) (c) sur l’infection causée par P. expansum après 15 jours de stockage à 25°C.) 
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racine et de l’oxyde de carlina comme insecticides naturels contre B. oleae. D’un point de vue 

comparatif, l’huile essentielle produit une meilleure activité insecticide que l’oxyde de carlina. 

Les propriétés insecticides de l’huile essentielle peuvent être liées à la présence de fortes 

concentrations d’oxyde de carlina ou à un effet de synergie avec les autres composants de 

l’huile. De nombreux polyacétylènes ont été trouvés dans des espèces de la famille des 

Asteraceae et étudiés pour leurs activités insecticides [104], tandis que l’oxyde de carlina n’a 

pas fait l’objet d’études suffisantes pour ses activités biologiques. 

Tableau 20: Effet de fumigation de l’huile essentielle et de l’oxyde de carlina contre B. oleae après 24 

heures d’exposition. 

Concentrations 

(µL/L air) 

% de mortalité 

C. caeruleus Carlina 

oxide 

20 26.7±1.2  16.6±1.2  

30 56.8±5.1  46.6±2.1  

50 100 ± 00  73.2±4.3  

 

4. Effet protecteur des huiles essentielle de A. valentinus et C. coronarium sur 

les pommes et les poires  

Les résultats de la présente étude ont démontré que les huiles essentielles de A. 

valentinus et C. coronarium ainsi que leur mélange ont présenté un bon effet contre P. 

expansum, responsable de la décomposition des fruits de la pomme et des poires (Figure 36 et 

37).  

Selon ces observations, nous suggérons que la forte activité antifongique de ces deux 

huiles pourrait être liée à leurs composants sesquiterpènes et/ou pourrait être liée à la synergie 

de leurs composants minoritaire  et majoritaire (α-bisabolol, linalool et oxyde de caryophyllène) 

dont les effets antifongiques ont été déjà étudié [167,168]. 

On remarque aussi qu’il y a un effet synergique entre les deux huiles essentielles, ceci 

peut être expliqué par la forte concentration des composés responsables de l’activité présents 

dans le mélange issu des deux huiles essentielles. 
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a b c 

d 

Figure 34: Effet protecteur des pomme contre P. expansum 

a : H.E A. valentinus (15 jours ), b: HE C. coronarium (15 jours), c: mélange de HE de C. coronarium et A. valentinus 
(15 jours), d: temoin(15 jours) 

a b c 

d 

a : H.E A. valentinus (10 jours ), b: HE C. coronarium (9 jours), c: mélange de HE de C. coronarium et A. valentinus (8 
jours), d: temoin  (10 jours) 

 Figure 35: Effet protecteur des poires contre P. expansum. 
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5. Effet préventif des huiles essentielle d’A. valentinus et C. coronarium sur les 

pommes et les poires  

Les huiles essentielles utilisées à la concentration de 0,02 mL/L d’air, ont montré un 

effet préventif (100%) très intéressant sur les pommes jusqu’aux 60 jours pour A. valentinus, 

90 jours pour C. coronarium et 70 jours pour le mélange des deux huiles contre la pourriture 

causée par P. expansum, par rapport au témoin, qui ont été complètement endommagés dès le 

dixième jour.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ce qui concerne l’effet préventif des huiles sur les poires, pour les mêmes 

concentrations citées précédemment, les poires sont restées intactes jusqu’au trentième jour lors 

de leur traitement par l’huile de A. valentinus et au quinzième jour par l’huile de C. coronarium, 

alors que le mélange des deux huiles, à partir du troisième jour des taches grise se sont apparues 

sur l’ensemble des 3 fruits. 

Figure 36: Effet préventif des pommes 

a b c 

d 

a : H.E A. valentinus (70 jours), b: HE C. coronarium (90 jours), c: mélange des huiles de C. coronarium et A. 
valentinus (70 jours) , d: Témoin (10 jours) 
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Selon les résultats obtenus, on peut conclure qu’il est préférable d’utiliser les huiles 

essentielles de A. valentinus et C. coronarium séparément, vu que leur utilisation en 

combinaison n’a aucun effet sur l’amélioration de l’effet préventif. 

 

III. Etude in-silico de l’activité antimicrobienne  
Le concept de " serrure et clé " de la liaison protéine-ligand est la meilleure façon pour 

décrire les interactions. Le récepteur est la "serrure" et le ligand/le chef de file est la "clé". La 

géométrie interne du récepteur et du ligand est maintenue fixe pendant le docking moleculaire. 

On trouve alors l’orientation relative correcte de la "clé" qui ouvrira la " serrure .de ce fait, une 

fois que le complexe ligand-récepteur est formé, il adaptera la conformation la plus stable, c’est-

à-dire le niveau d’énergie le plus bas (Tableau 21). 

 

 

 

 

a b              c 

d 

Figure 37: Effet préventif des poires 

a : H.E A. valentinus (35 jours), b: HE C. coronarium (17 jours), c: mélange des deux huiles de C. coronarium et A. 
valentinus (15  jours), d: Témoin (3 jours) 
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Tableau 21: Bilan énergétique des différents complexes (enzyme-ligand) Kcal/mol 

 2UZJ 4M7U 1KZN 

 Score 

Kcal/mol 
Rmsd-refine 

Score 

Kcal/mol 
Rmsd-refine 

Score 

Kcal/mol 
Rmsd-refine 

Ligref -6.3298 1.5951 -7.9014 2.6476 -8.4386 2.3946 

CarOx -4.8777 1.2085 -4.6940 1.2917 -5.4299 0.9631 

IM2 -4.5901 1.4041 -4.6481 1.0088 -5.6445 1.3092 

IM3 -4.8714 0.8604 -4.9455 0.5840 -5.4263 1.4554 

IM8 -5.9333 2.1819 -5.8233 1.5904 -6.1237 1.8091 

IM9 -6.3229 1.6668 -7.4878 2.2864 -6.6749 1.6862 

IM10 -6.1176 2.5474 -5.8177 2.4351 -6.0193 1.7480 

IM11 -6.2669 1.5162 -7.3378 1.2609 -6.6611 1.6829 

IM12 -5.6369 2.2597 -6.6581 2.2953 -6.1715 1.5337 

IM13 -5.0363 1.4881 -4.7932 2.1577 -6.2172 1.3251 

 

1. Streptococcal cystéine protéase mSpeB mature 

Ces résultats montrent que le complexe formé entre le mSpeB et l’analogue IM9 a la 

plus faible énergie (-6,32288551 Kcal/mol) et qui est plus actif que les complexes formés avec 

les autres analogues ainsi qu’avec l’oxyde de Carlina (Tableau 21)  

Pour les complexes mSpeB-CarOx, mSpeB-IM2, mSpeB-IM10, mSpeB-IM12 : à 

l’exception des interactions de Van der Waals (VDW) qui sont perceptibles, les ligands ne 

présentent aucune autre interaction (Figure 40).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A. diagramme d’interaction du 

complexe mSpeB- IM9 
B. diagramme d’interaction de mSpeB- 

CarOx 

Figure 38: Diagrammes des interactions (mSPeB-ligands) 
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2. Dihydrofolate réductase DHFR d’Enterococcus faecalis  

Le complexe formé entre le DHFR et l’analogue IM9 a la plus faible énergie (-7,4878 

Kcal/mol) et est plus actif que les complexes formés avec les autres analogues ainsi qu’avec 

l’oxyde de Carlina. Pour les complexes DHFR-CarOx, DHFR- IM9, DHFR- IM10 et DHFR- 

IM11 : les ligands ne présentent aucune interaction, mais des interactions de Van der Waals 

(VDW) sont perceptibles.  

 Le complexe DHFR -IM2 : l’analogue interagit avec l’acide aminé ALA 45 pi-H a une 

distance de 4.24 Å. 

 Le complexe DHFR-IM3 : l’analogue interagit avec les acides aminés THR 46, GLY 

99 H-accepteur et   ALA 45 pi-H   à des distances 3.06, 3.21 et 4.54 Å respectivement. 

le complexe DHFR -IM13 : l’analogue interagit avec 2 sites différents de l’acide aminé 

ARG 44 H-accepteur a des distances de 3.16 et 3.50 Å ainsi qu’avec les acides aminés THR  64 

et SER 65 H-accepteur a des distances 3.49 et 3.78 Å, respectivement.  

Le complexe DHFR- IM8 : l’analogue interagit avec l’acide aminé ARG 44 H-

accepteur, 2 sites différents de SER 65 H-accepteur et THR 126 pi-H à une distance de 3,31, 

3,13, 2,98 et 4,04 Å respectivement. Pour le complexe DHFR- IM12 : l’analogue interagit avec 

l’acide aminé ARG 44 H-accepteur et THR 126 pi-H à une distance de 3,00 et 3,97 Å 

respectivement (Tableau 21 et Figure 41). 

  

 

2. ADN gyrase  

Selon le tableau 21, le complexe formé entre l’ADN gyrase et l’analogue IM9 a la plus 

faible énergie (-6,6749 Kcal/mol) et est plus actif que les complexes formés avec les autres 

analogues ainsi qu’avec l’oxyde de Carlina.  

A. diagramme d’interaction du 
complexe DHFR- IM8 B. diagramme d’interaction du complexe 

DHFR- IM9 
C. diagramme interaction du 
complexe DHFR- IM12 

Figure 39: Diagrammes des interactions (DHFR-ligands) 
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Pour les complexes formés avec l’ADNgyrase - CarOx, IM2, IM9 et IM10, à la seule 

exception des interactions de Van der Waals (VDW) qui sont perceptibles, les ligands ne 

présentent aucune autre interaction.  

Pour le complexe ADNgyrase-IM3 : l’analogue interagit avec l’acide aminé ASN 46 et 

PRO79   pi-H à des distances de 4 et 3.86 Å.  Respectivement  

Pour le complexe ADNgyrase-IM8 : l’analogue interagit avec l’acide aminé ASN 46 H-

donneur à une distance de 3.28 Å.  

Pour le complexe ADN gyrase-IM11 : l’analogue interagit avec l’acide aminé PRO79 

pi-H à une distance de 4,05 Å. Pour le complexe ADN gyrase -IM12 : l’analogue interagit avec 

2 sites différents de l’acide aminé ARG 76 pi-cation à une distance de 10,97 et 12,93 Å. 

Le complexe ADN gyrase-IM13 : le ligand interagit avec l’acide aminé ARG136   H-accepteur 

à une distance de 3.49 Å   

 

 

 

 

 

 

A. Diagramme d’interaction du 
complexe ADNgyrase-IM8 

B. Diagramme d’interaction du 
complexe ADNgyrase-IM9 

 

C. Diagramme d’interaction du complexe 
ADNgyrase-IM11 

 

D. Diagramme d’interaction du complexe 
ADNgyrase-IM12 

Figure 40: Diagrammes des interactions (ADNgyrase-ligands) 
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Conclusion et perspectives  

Notre travail de recherche s’est basé sur la valorisation des 3 espèces de la famille des 

astéracées : C. caeruleus, A. valentinus et C. coronarium. L’objectif de notre travail a porté sur 

l’évaluation des activités antioxydantes, antifongiques et insecticides dans l’espoir de trouver 

des applications qui permettent de valoriser ces trois espèces.  

L’étude menée sur C. caeruleus nous a permis de tirer plusieurs informations sur ce 

genre de plantes. Les résultats ont montré que la plante est une bonne source de dérivés 

d’acétylène. L’oxyde de Carlina provenant des racines de C. caeruleus présentait des propriétés 

antioxydantes et antifongiques élevés, tandis que l’huile essentielle avait une meilleure activité 

insecticide. De plus, l’oxyde de carlina a démontré une activité antifongique in vivo prometteuse 

pour contrôler l’infection des pommes contre P. expansum. L’extrait d’hydrolat et l’huile 

essentielle présentaient de faibles activités antioxydantes et antifongiques par rapport à l’oxyde 

de carlina. Cette baisse d’activité peut être due à l’association de composés non actifs tels que 

le phytone et l’acide hexadécanoïque. Ces activités prometteuses permettent d’envisager 

l’utilisation de l’oxyde de carlina comme conservateur alimentaire naturel et fongicide pour 

améliorer la santé humaine. 

D’autre part, nous avons pu introduire quelques modifications à la structure de l’oxyde 

de Carlina tout en conservant la triple liaison, créant ainsi de nouveaux analogues par des voies 

chimiques connues. Les structures des nouveaux composés ont été confirmées par différentes 

méthodes spectroscopiques. L’amarrage moléculaire a également permis de prédire une activité 

inhibitrice intéressante de trois enzymes d’origine bactérienne de presque tous les analogues, 

principalement, IM9 par rapport à l’oxyde de Carlina qui est connu pour ses propriétés 

antibactériennes, et qui permet également de comprendre en détail les diverses interactions 

entre les ligands et les sites actifs des enzymes, afin d’aider à concevoir de nouveaux inhibiteurs 

puissants. Dans tous les cas, des études supplémentaires doivent être menées pour la synthèse 

de carlina oxide et ses analogues afin d’éviter l’épuisement de la nature de ses ressources par 

la consommation excessive des plantes. 

Dans le but de l’étude de l’effet synergique de l’activité antioxydante de C. caeruleus 

en mélange, l’huile essentielle de A. verticillata a été choisie grâce a sa richesse en composés à 

effet thérapeutique intéressant. Les huiles essentielles individuelles de A. verticillata et C. 

caeruleus ont démontré des activités antioxydantes intéressantes. En mélange binaire, la 

combinaison d’huiles essentielles riches en thymol/carvacrol, P-cymène et oxyde de carlina 

présentait de fortes activités antioxydantes. D’autre part, le mélange des huiles de A. verticillata 
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et de C. caeruleus Coll présentait des effets synergiques importants, bien supérieurs à ceux de 

l’antioxydant synthétique utilisé comme référence (BHT). Cette augmentation de l’activité peut 

être due à l’association des quatre principaux composés, thymol, carvacrol, p-cymène et l’oxyde 

de carlina. Ainsi, A. verticillata et C. caeruleus peuvent être utilisées en combinaison avec des 

huiles essentielles sources potentielles d’agents antioxydants naturels sûrs et puissants dans les 

industries pharmaceutiques et alimentaires.   

Les huiles essentielles de A. valentinus et C. coronarium sont composées d’un mélange 

complexe de composés terpéniques. Contrairement à l’huile essentielle de C. caeruleus, ces 

deux huiles ne possèdent pas de composé majoritaire. De ce fait, on s’est intéressé à étudier en 

plus à la composition chimique des fractions oxygénées respectivement. Les deux huiles 

essentielles ont montré un effet préventif et protecteur de l’activité antifongique sur les pommes 

et les poires. Leur combinaison produit un effet antagoniste pour la prévention contre le 

champignon. L’huile essentielle de C. coronarium a montré une activité antioxydante 

intéressante contrairement à A. valentinus. Le mélange de ses deux huiles augmente l’activité 

antioxydante contrairement à leur fraction individuelle et en combinaison.  
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 Abstract: Aim and Objective: Nowadays, developing effective antibiotics for bacterial control has 
become difficult due to increased resistance to the available medicines in the market. Essential oils 
possess interesting biological properties as some of their components have very powerful antiviral 
and antibacterial properties. Carthamus caeruleus is a plant that has antibacterial and antioxidant 
activity due to the presence of an acetylenic compound, Carlina oxide. The aim of this work was to 
provide, for the first time, the chemical modifications to the structure of Carlina oxide and the in-
silico study of these analogues. 

Materials and Methods: The essential oil of Carthamus caeruleus was extracted by steam 
distillation in a Clevenger-type apparatus. Carlina oxide component was separated by column 
chromatography. Five new analogues were synthetized and identified by spectroscopic analyses 
(RMN, IR and SM). Molecular docking simulation study was performed using Molecular 
Operating Environment software (MOE) on three enzymes of bacterial origin (Streptococcus 

pyogenesis and Enterococcus faecalis). 

Results: Five new compounds derived from Carlina oxide were synthesized (IM8-IM12), and their 
structures were characterized by infrared (IR), 1H and 13C nuclear magnetic resonance (NMR). The 
new synthesized compounds were evaluated as mSpeB, DHFR from Enterococcus faecalis and 
DNA gyrase inhibitors by a docking analysis using MOE. These results show interesting ligand 
interactions with the three enzymes, and the best result was attributed to the complexes formed 
with IM9, which had the lowest score. 

Conclusion: In fact, these new compounds could lead to powerful approaches for the research and 
development of new antibiotics. 
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1. INTRODUCTION 

 Over time, the massive and repeated use of antibiotics 
creates various forms of increased bacterial resistance that 
threaten the effectiveness of treatments. Therefore, many 
infections are becoming increasingly difficult to treat, such 
as pneumonia, gonorrhea, tuberculosis and even 
salmonellosis, and are one of the major causes of the 
increased mortality of the global population [1]. The success 
of plant-based products, such as paclitaxol in the treatment 
of tumors or artemisinin in the treatment of malaria, has  
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given the impetus for the introduction of numerous research 
projects, particularly in the pharmaceutical industry [2-4]. 
Considerable efforts are being made to generate new 
molecules of natural origin (plant, marine, microbial, etc.) 
[5]. 

 Formerly, polyacetylenes were not the kind of 
compounds that were expected to be found in nature because 
of their instability and the lack of means of their 
identification, and according to Semmler et al. [6], it was 
very unlikely to find a natural acetylenic product but with 
time and the evolution of identification techniques, these 
compounds have been the focus of several researches [7]. 
Acetylene includes all substances with a triple carbon-carbon 
bond or alkynyl functional groups, which are chemically and 
biologically active. Due to their high reactivity, they can be 
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degraded or oxidized under certain conditions, such as UV 
light or pH of the medium, which characterizes them as an 
unstable product, necessitating particular extraction and 
investigation conditions [8]. These compounds may contain 
heteroatoms, such as oxygen, sulphur and nitrogen; it 
includes aliphatic and various cyclic structures [9,10]. 
Acetylenes are widespread in nature as they are found in 
living materials and form distinguishable groups of 
chemically and biologically active natural compounds, which 
have been detected in numerous higher plant families. More 
than 1100 different acetylenes have been extracted and 
identified in species of the Asteraceae family [11-14]. 

 Carlina oxide is an acetylenic compound that was 
isolated for the first time from Carlina accaulis by Semmler 
et al. [6] in 1906, and its correct structure was proposed by 
Gilman et al. [15] in 1933. Subsequently, it has been 
confirmed that Carlina oxide is present in the chemical 
composition of several extracts and essential oils of plants 
belonging to the Asteraceae family; it is present mainly in 
the essential oils of Carlina accaulis [14-16], Carlina 
acanthifolia [17], Carlina diae [18], Carlina vulgaris [19], 
Atractylis gummifera [20] and Carthamus caeruleus [21], 
which gives them potential biological effects. 

 Several studies have been conducted on different 
biological activities provided by this compound, which has 
shown very promising antimicrobial, antitrypanosomal, anti-
inflammatory, antiulcer, and antioxidant activities [19-24]. 
On the other hand, the study by Benelli et al. [25] showed 
that Carlina oxide exhibits certain non-selective cytotoxicity 
towards normal human dermis cells and tumor cell lines. The 
toxicity of Carlina oxide is partly due to the inhibition of the 
enzyme acetylcholinesterase [26,27]. Carthamus caeruleus is 
a plant that is traditionally used as a healing agent, and helps 
to heal burns and treat skin diseases [27]. It is also used 
against joint inflammations and is very effective against 
diseases like syndrome colon irritable for cancer patients. In 
a previous study, it was shown that the essential oil of the 
roots of Carthamus caeruleus was rich in Carlina oxide with 
a percentage exceeding 80% [21]. 

 To our knowledge, no work has reported the synthesis of 
the analogues of Carlina oxide and the study of their 
biological activities. The main objective of this work 
consisted of preparing five new analogues of Carlina oxide 
by hemisynthesis and studying their in-silico antimicrobial 
activity against Streptococcus pyogenesis and Enterococcus 
faecalis. 

2. MATERIALS AND METHODS  

2.1. General Information 

 All chemical reagents and solvents used in this study were 
purchased from commercial sources (Aldrich and Fluka) as 
reagents of certified quality and used without any further 
purification. The infrared spectra were monitored on Agilent 
technologies cary 600 series FTIR. 1H NMR experiments were 
performed in deuterated chloroform (CDCl3). Compounds 
spectra were recorded on a Bruker Avance 300 MHz using the 
TMS as an internal standard. The chemical shifts were 
referenced to the residual solvent signal and expressed in ppm. 
All compounds were regularly checked by TLC and 1H NMR. 
The TLC was performed on Fluka F254 silica gel and 

visualized under light at 254 nm or by the revelation of 
phosphomolybdic acid. Silica gel (60Å, 70-230 mesh, 63-200 
µm Fluka) was used for column chromatography. After the 
extractions and reactions, the solvent was removed using a 
rotary evaporator under reduced pressure. 

2.2. Plant Material, Extraction of Essential Oil, and 

Isolation of Carlina Oxide  

 Roots of Carthamus caeruleus were harvested from Beni 
Snous station near Tlemcen city (Algeria) in May 2017. The 
essential oil of air-dried roots of Carthamus caeruleus was 
extracted by hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus, 
according to the European Pharmacopoeia. Carlina oxide 
was isolated using silica gel column chromatography (FC, 
silica gel 200-500 mm) eluted by hexane/EtOAc (3:1).  

2.3. General Procedure for the Formylation of Carlina 

Oxide (IM2) 

 Method 1: 0.85 ml of freshly distilled POCI3 was added 
dropwise to 0.8 ml of anhydrous DMF at 0 °C. The mixture 
was left for 20 min under external cooling. Carlina oxide 
(8.23 mmol) was added slowly. The mixture was stirred for 
45 minutes at 90 °C and cooled on ice. The resulting mixture 
was neutralized with 60% K2CO3. The organic phase was 
extracted 3 times with chloroform and dried under MgSO4.  
After vacuum elimination of the solvent, the residue obtained 
in a black paste-like was purified by chromatographic 
column on silica gel with a mixture of cyclohexane-diethyl 
ether (80:20).  

 Method 2: In order to remove the HCl produced during 
the formylation reaction, a gas trap was employed and a few 
drops of triethylamine were added to the reaction mixtures 
under the same conditions as in Method 1.  

2.4. General procedure for the preparation of IM8, IM10, 

IM11 

 IM2 (0.5 mmol) and corresponding amino acid ester 
hydrochloride (5eq) were dissolved in CH3OH (15 mL), then 
NaBH3CN (2eq) was added. The mixture was then stirred at 
room temperature until the starting material disappeared. The 
evolution of the reaction was monitored by thin-layer 
chromatography (TLC). At the end of the reaction, the solvent 
was removed, the residue was washed with distilled water and 
extracted 3 times with diethyl ether. The combined organic 
phases were then dried on MgSO4 and filtered. After removal of 
the solvent, the residue was purified by column chromatography 
using diethyl ether-cyclohexane (60:40), (45:55), (45:55) to give 
the corresponding product (Scheme 2). 

2.5. General procedure for the preparation of IM9   

 L-Phenylalanine methyl ester hydrochloride (1eq) and 
IM2 (0.5 mmol) were dissolved in CH3OH (15 mL). Once 
everything was dissolved, NaBH3CN (2eq) was added. The 
mixture was then stirred at room temperature. The reaction 
was followed by TLC. At this stage, the reaction was treated 
in the same manner as the IM8 product. The residue was 
purified by column chromatography with cyclohexane-ether 
diethyl (55:45) (Scheme 2).  
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Scheme 1. Vilsmeier haak formylation of IM2. 

 

Scheme 2.  IM2 analogues hemisynthesis. 

2.6. General Procedure for the Preparation of IM 12 

 IM2 (1 mmol) and 3-(Trifluoromethyl) aniline (1eq) were 
dissolved in CH3OH to which a few drops of acetic acid 
were added. NaBH3CN (1eq) was subsequently added under 
agitation. The reaction took place at room temperature and 

was followed by TLC. At the end of the reaction, the solvent 
was evaporated and the residue had undergone the same 
treatment as the previous compounds. The raw product was 
purified by column chromatography using a mixture of 
cyclohexane-ether diethyl (80:20) as eluent (Scheme 2). 
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2.7. Preparation and Optimization of Both Enzymes and 

Inhibitors 

 A molecular docking simulation study was performed 
using Molecular Operating Environment software (MOE) 
[28]. The energy minimization was carried out under the 
following conditions: Temperature=300 °K, pH=7, geometry 
was realized using the field values of MMFF94x and 
Hamiltonian AM1. The X-ray crystallographic structure of 
the mature streptococcal cysteine protease, mSpeB, DHFR 
from Enterococcus faecalis, and Escherichia coli DNA 
gyrase (PDB: 2UZJ, 4M7U, 1KZN) respectively, was 
downloaded from the protein data bank. The water molecules 
were removed and the receptor was prepared for the docking 
study. A triangular matcher algorithm with rescoring 
GBVI/WSA dG were applied. Synthetized compound 
structures were built and registered in their 3D conformation. 
The protein is considered rigid, while the ligand is 
considered flexible. 

 The minimized energy of ligands and their toxicity are 
shown in (Table 1. Fig 1) shows the active site of the 
enzymes with the molecule of co-crystallization.   

2.8. Docking and Building Complexes 

 The validated docking protocol was used to study ligand 
receptor interactions at the active site of the newly 
synthesized compounds to predict their binding mode and 
affinity. Following the formation of the ligand-receptor 
complex, it will adapt the most stable conformation 
according to the lowest energy level. The results were finally 
examined to determine the most potent and effective 
antibacterial inhibitor by visualizing various ligand 
interactions in the binding pocket. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Chemistry   

 The steps elaborated during this work were, in the 
beginning, the formylation of Vilsmeier-Haack on the 
Furano group of Carlina oxide, in order to have an aldehyde 
(Scheme 1). Thereafter, the aldehyde was used to create an 
N-C bond by a reductive amination by using amino acid 
ester hydrochloride to obtain the corresponding analogues 
(Scheme 2). The desired compounds (IM2, IM8, IM9, IM10, 
IM11, IM12) were obtained mixed with by-products (B-P2, 
B-P8, B-P9, B-P10, B-P11, B-P12), respectively. The by-

products could not be eliminated due to the same Rf of the 
desired product (Scheme 3).  

3.1.1. 5-(3-Phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-carbaldehyde 

(IM2) 

 As shown in Scheme 1, the formylation reaction of 
Vilsmeier Haack gave a mixture of two inseparable 
compounds per chromatographic column whose appearance 
is a yellow oil with a yield of 64% by Method 1 and 67% by 
Method 2. 

 IM2: (method1): 70%. (method2): 90%. IR spectrum 
(KBr, cm-1) 1678 (C=O , Aldehyde), 2825(C-H, aldehyde), 
2229 (C≡C), 1590, 1485;

1H RMN  (CDCl3 , 300 MHz), δ, 
ppm (J, Hz): 9.64 (s,1H), 7.42-7.30 (m,5H) 7.25 (d, 1H 
J=3.6Hz), 6.70 (d, 1H, J = 3.6Hz), 3.92 (s, 2H, CH2),. 13C 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 177.19, 152.14, 142.19, 134.99, 
128.81, 128.04, 127.14, 116.44, 112.35, 95.94, 72.22, 25.90. 

 B-P2: (method1): 30%; (method2): 10% IR spectrum 
(KBr, cm-1) 697 (C-Cl). 1H RMN (CDCl3, 300 MHz), δ, ppm 
(J, Hz): 9.64 (s, 1H),7.42-7.30(m, 5H ar + H furano), 7.16 (d, 
1H, J = 3.9Hz), 6.57(s, 1H), 3.87 (s, 2H, CH2). 13C NMR 
(300 MHz, CDCl3) δ: 177.31, 155.51, 150.81, 139.21, 
136.07, 129.27, 128.86, 127.18, 123.24, 115.51, 112.61, 
47.04. 

3.1.2. {[5-(3-Phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-

amino}-acetic acid ethyl ester (IM8)  

 Glycine ethyl ester hydrochloride produced 59.4 mg 
(40%) of orange oil composed of IM8 and by-product B-P8. 

 IM8: 72% IR spectrum (KBr , cm-1) 3340 (N–H), 2230 
(C≡C).1737 (C=O ester), 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.27 
– 7.44 (m, 5H), 6.50 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 3.3 Hz, 
1H), 4.23 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.89 (s, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.46 
(s, 2H), 2.08 (s, 1H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C NMR (300 
MHz, CDCl3) δ :172.05, 153.80, 136.92, 136.80, 128.65, 
128.03, 126.83, 115.05, 108.57, 92.05, 73.05, 60.90, 49.78, 
45.66, 25.86, 14.24. 

 B-P8: 28%. IR spectrum (KBr , cm-1) 698 (C-Cl) 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.27 – 7.44 (m, 5H), 6.89 (d, J = 
3.4 Hz, 1H), 6.48 (s,1H), 6.30 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.23 (q, J 
= 7.1 Hz, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.46 (s, 2H), 2.08 
(s, 1H), 1.32 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 13C NMR (300 MHz, 
CDCl3) δ :172.11, 151.97, 149.97, 136.74, 131.80, 129.18, 
128.65, 127.10, 116.11, 111.05, 109.7, 60.90, 49.72, 46.64, 
25.86, 14.24. 

Table 1. Ligands properties and energy minimization of Carlina oxide and synthesized analogues. 

Ligands 
Molecular weight 

g/mol 
Toxicity 

TPSA 
Log P Log S Energie (Kcal/mol) 

H donn H acc 

IM2 182.22 no 0 0 2.87 -4.18 -2888.18710 

IM8 311.38 no 1 2 3.18 -5.01 -3902.2628 

IM9 373.45 no 1 2 4.01 -6.31 -5825.1593 

IM10 325.41 no 1 2 3.43 -5.21 -4895.31 

IM11 339.43 no 1 2 3.82 -6.04 -5175.16 

IM12 355.36 no 1 0 6.08 -6.95 -4667.8431 
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Fig. (1). Simplified model of enzymes and site active isolated. 

 

Scheme 3. By-product of reductive amination. 
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3.1.3. 3-Phenyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-yl 

meth-yl]-amino}-propionic acid methyl ester (IM9) 

 Using phenylalanine methyl ester hydrochloride, a 
mixture of IM9 and B-P9 was obtained. Appearance: orange 
oil. Yield: 30%.  

 IM9: 80%. IR spectrum (KBr, cm-1) 3338 (N–H), 2232 
(C≡C).1734 (C=O ester) 1H RMN (CDCl3, 300 MHz), δ, 
ppm (J, Hz):1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.43 – 7.06 (m, 
10H), 6.47 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.90 
(s, 2H), 3.80 (s, 3H),  3.69 (s, 2H), 3.62 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 
3.02 (d, J = 20 Hz, 2H)  2.01 (s, 1H). 13C NMR (300 MHz, 
CDCl3) δ: 174.54, 153.82, 137.02, 136.65, 129.18, 128.67, 
128.51, 128.05, 126.85, 115.06, 108.42, 91.98, 73.10, 61.79, 
51.84, 44.78, 39.61, 25.89. 

 B-P9:
 20% .IR spectrum (KBr, cm-1) 699 (C-Cl).1H RMN 

(CDCl3, 300 MHz), δ, ppm (J, Hz):1H NMR (300 MHz, CDCl3) 
δ 7.43 – 7.06 (m, 10H), 6.86 (d, J = 3.3 Hz, 1H),6.44 (s, 1H), 
6.19 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.85 (s, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.68 (s, 2H), 
3.62 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.02 (d, J = 20 Hz, 2H) , 2.01 (s, 1H). 
13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 174.51, 153.82, 137.02, 136.65, 
135.98, 129.18, 128.52, 127.18, 126.85, 115.06, 111.06, 108.6, 
61.79, 51.84, 44.79, 39.61, 25.89. 

3.1.4. 3-Methyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-

ylmethyl]-amino}-butyric acid methyl ester (IM10) 

 A yellow oil composed of IM10 and B-P10 was obtained 
using Valine methyl ester hydrochloride with a yield of 35%.  

 IM 10: 83%.IR spectrum (KBr , cm-1) 3338 (N–H), 2232 
(C≡C).1734 (C=O ester) 1H RMN  (CDCl3 , 300 MHz), δ, 
ppm (J, Hz) :  

δ 7.42 – 7.30 (m, 5H), 6.50 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 
6.20 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 3.90 (s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.74 (s, 
3H), 3.11 (d, J = 5.7 Hz, 1H),1.98 (h, J = 13.4, 6.7 Hz, 
1H+1H NH), 1.00 (d, J = 2.4 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 2.4 Hz, 
3H). 13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 175.22, 154.41, 136.51, 
136.00, 128.65, 128.04, 126.83, 115.11, 108.23, 91.90, 
73.15, 66.42, 51.60, 45.45, 31.72, 25.88, 19.18, 18.56 

 B-P10:
 17%. IR spectrum (KBr, cm-1) 698 (C-Cl). 1H 

RMN  (CDCl3 , 300 MHz), δ, ppm (J, Hz) :  
δ 7.42 – 7.30 (m, 

5H), 6.89 (d, J = 3.3 Hz, 1H),6.50 ( s, 1H), 6.28 (d, J = 3.3 
Hz, 1H), 3.86 (s, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.71 (s, 2H), 3.11 (d, J = 
5.7 Hz, 1H),1.98 (h, J = 13.4, 6.7 Hz, 1H+1H NH), 0.99 (d, J 
= 2.4 Hz, 3H), 0.96 (d, J = 2.4 Hz, 3H). 13C NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 175.22, 152.57, 149.70, 137.10, 131.51, 
129.16, 128.65, 127.08, 116.16,111.10, 109.37, 66.26, 51.59, 
46.65, 31.69, 25.88, 19.10, 18.60 

3.1.5. 4-Methyl-2-{[5-(3-phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-yl-

methyl]-amino}-pentanoic acid methyl ester (IM 11) 

 Leucine methyl ester hydrochloride gave a mixture of 
IM11 and B-P11 as a yellow oil with a yield of 60%   

 IM11: 73%. IR spectrum (KBr, cm-1) 3336 (N–H), 2230 
(C≡C) ,1733 (C=O ester).1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.42 – 
7.27 (m, 5H), 6.49 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 
3.90 (s, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 
1.93 (s, 1H), 1.84 – 1.71 (m, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H), 1.53 (t, J = 
7.1 Hz, 2H), 0.96 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 4.1 Hz, 3H). 
13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 176.02, 154.13, 136.60, 135.98, 
128.64, 128.03, 126.83, 115.08, 108.34, 91.92, 73.12, 59.06, 
51.80, 44.92, 42.75, 25.87, 24.86, 22.75, 21.20. 

 B-P11: 27%.  IR spectrum (KBr , cm-1) 698 (C-Cl).1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.42 – 7.27 (m, 5H), 6.49 (d, J = 
3.3 Hz, 1H), 6.48 (s, 1H) 6.28 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 3.86 (s, 
2H), 3.72 (s, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 1.93 
(s, 1H), 1.84 – 1.71 (m, J = 13.1, 6.5 Hz, 1H), 1.50 (t, J = 7.1 
Hz, 2H), 0.96 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 4.1 Hz, 3H). 
13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 176.02, 152.28, 149.78, 
137.08, 131.60, 129.17, 128.64, 127.08, 116.14, 111.8, 
109.47, 58.97, 51.80, 46.64, 42.75, 25.87, 24.88, 22.71, 
21.23 

3.1.6. [5-(3-Phenyl-prop-1-ynyl)-furan-2-ylmethyl]-(3-tri-

fluoroomethyl-phenyl)-amine (IM 12) 

 A Yellow oil mixture was obtained using 3-
trifluoromethyl aniline as a starting product. Efficiency was 
found to be 85%. 

 IM12: 70% .IR spectrum (KBr , cm-1) 3421 (N–H), 2230 
(C≡C),1616 (C-F).1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.49 – 7.31 
(m, 6H), 7.05 (dd, J = 7.7, 0.5 Hz, 1H), 6.96 – 6.92 (m, 1H), 
6.86 (dd, J = 7.2, 4.5 Hz, 1H), 6.56 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.29 
(d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.38 (s, 2H), 3.93 (s, 2H),  
 19F NMR (282 MHz, CDCl3) -62.70 (s). 13C NMR (300 
MHz, CDCl3) δ: 150.02, 147.53, 136.93, 135.90, 131.57, 
129.74, 128.73, 128.06, 126.94, 124.37, 116.09, 115.26, 
114.53, 111.30, 108.54, 92.47, 72.91, 41.24, 25.88. 

 B-P12: 30%. IR spectrum (KBr , cm-1) 696(C-Cl). 1H 
NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.49 – 7.31 (m, 6H), 7.05 (dd, J = 
7.7, 0.5 Hz, 1H), 6.96 – 6.94 (dd, J = 7.2, 4.5 Hz, 1H), 6.94 
(m, 1H+ 1H furano), 6.51(s,1H), 6.38 (d, J = 3.3 Hz, 1H), , 
4.38 (s, 2H), 3.85 (s, 2H). 19F NMR (282 MHz, CDCl3) -62.70 
(s). 13C NMR (300 MHz, CDCl3) δ: 152.47, 150.02, 147.65, 
137.04, 132.75, 129.74, 129.20, 128.79, 127.17, 124.37, 
116.09, 115.92, 114.53, 111.30, 109.4, 109.3, 41.20, 27.06. 

3.2. Molecular Docking  

 Molecular docking is a very interesting means for 
predicting enzyme-ligand interactions and plays a very 
important role in the design of new molecules with 
therapeutic effects. 

3.2.1. Mature Streptococcalcysteine proteasem SpeB 

 These results show that the complex formed between 
mSpeB and the IM9 analogue has the lowest energy (-
6.32288551 Kcal/mol) and was more active than the 
complexes formed with the other analogues as well as with 
Carlina oxide (Table 2).  

 For complexes mSpeB-IM2, mSpeB-IM10, and mSpeB-
IM12: except for the Van der Waals interactions (VDW), 
which were perceptible, the ligands do not show any other 
interaction. For the complexes mSpeB- IM8, mSpeB- IM9, 
and mSpeB-IM11: the analogues interact with the amino 
acid HIS 195 pi-cation at a distance of 4.59, 4.65 and 4.81 Å, 
respectively (Fig 2 and Table 2).  

 Streptococcus pyogenesis one of the most common 
human pathogens. Less than 10% of normal individuals 
harbor the bacteria, usually in the respiratory tract and skin, 
without any sign of disease [29]. In recent years, the variety, 
severity, and sequelae of Streptococcus pyogenesis infections 
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have increased; in addition, due to the occurrence of 
occasional cases of rapidly progressive and incurably fatal 
disease, this pathogen is now a major preoccupation. 
Streptococcus pyogenesis escapes the human immune system 
and causes benign diseases, such as pharyngitis and scarlet 
fever, as well as septicaemia and is also life-threatening. In 
addition, mild infections at the beginning can lead to serious 
complications such as rheumatic fever, which can result in 
serious heart infections if left untreated. It escapes the human 
immune system by cleavage of the antibody IgG from its 
surface, mediated by a cysteine protease [29,30]. A cysteine 
protease is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of 
peptide bonds; in other words, the peptide chains are cleaved 
and mediated by a nucleophilic thiol group present at the 
active site. However, cysteine protease can improve the 
ability of GAS to invade respiratory epithelial cells. To 
prevent such cleavage, there may be advantages to getting 
access to a protease inhibitor [31, 32]. 

3.2.2. Dihydrofolate Reductase DHFR from Enterococcus 

faecalis  

 As a result, the complex formed between DHFR and the 
IM9 analogue has the lowest energy (-7.4878 Kcal/mol) and 

was more active than the complexes formed with the other 
analogues, as well as with Carlina oxide. For the complexes 
DHFR- IM2, DHFR-IM9, DHFR- IM10 and DHFR- IM11: 
the ligands show no interaction; however, Van der Waals 
(VDW) interactions are perceptible. For the DHFR- IM8 
complex: the analogue interacts with the amino acid ARG  
44 H-acceptor, 2 different sites of SER  65 H-acceptor and 
THR  126 pi-H at a distance of 3.31, 3.13, 2.98 and 4.04 Å, 
respectively. For the DHFR- IM12 complex: the analogue 
interacts with the amino acid ARG 44 H-acceptor and THR 
126 pi-H at a distance of 3.00 and 3.97 Å, respectively (Fig. 
3). The enzyme Dihydrofolate reductase (DHFR) was first 
discovered during the investigation on the mechanism of 
action of methotrexate for cancer treatment [32]. This 
enzyme is the only source of 5,6,7,8 tetrahydrofolate (THF); 
it promotes the NADPH-dependent reduction of 7,8-
dihydrofolate giving 5,6,7,8 tetrahydrofolate, which is 
involved in the synthesis of nucleic acids and protein 
[33,34]. Inhibition of this enzyme blocks DNA synthesis and 
cell division, leading to cell death. Due to its importance, 
DHFR is the target of several important anti-cancer and 
antibacterial drugs [32-35]. 

 

Fig. (2). Diagrams of interactions enzyme-ligands: (a) diagram interaction of complex mSpeB- IM9, (b) diagram interaction of mSpeB-
(IM2). 

(a) 

 
(b) 
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Table 2. Energy balance of different complexes (enzyme-ligand) Kcal/mol. 

 2UZJ 4M7U 1KZN 

 Score Rmsd-refine Score Rmsd-refine Score Rmsd-refine 

Ligref -6.3298 1.5951 -7.9014 2.6476 -8.4386 2.3946 

IM2 -4.8777 1.2085 -4.6940 1.2917 -5.4299 0.9631 

Im8 -5.9333 2.1819 -5.8233 1.5904 -6.1237 1.8091 

Im9 -6.3229 1.6668 -7.4878 2.2864 -6.6749 1.6862 

Im10 -6.1176 2.5474 -5.8177 2.4351 -6.0193 1.7480 

Im11 -6.2669 1.5162 -7.3378 1.2609 -6.6611 1.6829 

Im12 -5.6369 2.2597 -6.6581 2.2953 -6.1715 1.5337 

 

Fig. (3). Diagrams of interactions (enzyme-ligands): (A): Diagram interaction of complex DHFR- IM8; (B): Diagram interaction of complex 
DHFR- IM9; (C): Diagram interaction of complex DHFR- IM12. 

(b) 

(a) 

(c) 
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Fig. (4). Diagrams of interactions (enzyme-ligands): (a): diagram interaction of complex DNA gyrase- IM8; (b): diagram interaction of 
complex DNA gyrase- IM9; (c): diagram interaction of complex DNA gyrase- IM11; (d) : diagram interaction of complex DNA gyrase- 
IM12. 

3.2.3. DNA gyrase 

 According to Table 2, the complex formed between DNA 
gyrase and the IM9 analogue has the lowest energy (-6.6749 
Kcal/mol) and was more active than the complexes formed 
with the other analogues as well as with Carlina oxide. For 
complexes formed with DNA gyrase- IM2, IM9 and IM10 
with the only exception of Van der Waals interactions 
(VDW), which were noticeable, the ligands do not exhibit 
any other interaction. For the complex DNA gyrase-IM8: the 
analogue interacts with the amino acid ASN 46 H-donor at a 
distance of 3.28 Å.  For the complex DNA gyrase-IM11: the 
analogue interacts with the amino acid PRO 79 pi-H at a 
distance of 4.05 Å.  

 For the complex DNA gyrase-IM12: the analogue 
interacts with 2 different sites of the amino acid ARG 76 pi-
cation at a distance of 10.97 and 12.93 Å (Table 2 and Fig. 
4). DNA gyrase is a main bacterial protein that is implicated 
in replication and transcription and catalyzes the negative 
supercoil of circular bacterial DNA. This topoisomerase type 
II is found in all bacteria. It has been isolated from many 
bacterial species, but the best characterized gyrase is 

Escherichia coli. DNA gyrase is known as an effective target 
for antibacterial agents, since its blocking induces bacterial 
death. Quinolones, coumarins, and cyclothialidins are known 
to have an inhibitory action on this enzyme. Mechanistic 
experiments and research on gyrase-specific drugs were 
conducted simultaneously and have proven to be of high 
interest [36, 37]. 

CONCLUSION 

 In conclusion, the authors were able to introduce some 
modifications to the structure of Carlina oxide while keeping 
the triple bond, thus, creating new analogues through known 
chemical pathways. The structures of the new compounds 
have been confirmed by different spectroscopic methods. 
Molecular docking has also predicted an interesting 
inhibitory activity of three enzymes of bacterial origin of 
almost all analogues, mainly IM9 compared to Carlina oxide, 
which is known for its antibacterial properties, and also helps 
to understand, in detail, the various interactions between 
ligands and enzyme active sites in order to help design new 
potent inhibitors. 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Abstract: Aim and Objective: Oxidative stress is implicated in the development and progression 

of many diseases. Some of the appropriate actions that could taken to resolve the problem  of these 

diseases are search for new antioxidant substances isolated from plants. The aims of this study 

were to research the intraspecies variations of A. verticillata and C. caeruleus essential oils from 8 

locations using statistical analysis, the in vitro antioxidant properties of collective essential oils and 

in combinations. 

Materials and Methods: The essential oils were analyzed by GC and GC-MS. The intraspecies 

variations of the essential oil compositions were discussed using principal component analysis 

(PCA) and cluster analysis (CA). The antioxidant properties were evaluated DPPH-radical 

scavenging activity and β-carotene bleaching test. 

Results: The main components of Ammoides verticillata collective essential oil (Coll EO) were 

thymol (30.5%), carvacrol (23.2%), p-cymene (13.1%), limonene (12.5%) and terpinene-4-ol 

(12.3%). While roots of Carthamus caeruleus essential oil were dominated by carline oxide 

(86.2%). The chemical variability allowed the discrimination of two main Groups for both Coll 

EOs. A direct correlation between the altitudes, climate and the chemical compositions was 

evidenced. Ammoides verticulata and Carthamus caeruleus Coll Eos showed good antioxidant 

activity. In binary mixture, the interaction between both Coll Eos and between oils rich of thymol 

and/or carvacrol with carlina oxide produced the best synergistic effects compared to individual 

essential oils and the synthetic antioxidant (BHT). 

Conclusion: Ammoides verticillata and Carthamus caeruleus essential oil blends can be used as a 

natural food preservative and alternative to chemical antioxidants. 
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1. INTRODUCTION

 Antioxidants are compounds capable of delaying or 
'inhibiting the oxidation processes which occur under the 
influence of atmospheric oxygen or reactive oxygen species. 
They are used for the stabilization of polymeric products, 
foodstuffs, cosmetics and pharmaceuticals [1]. Antioxidants 

*Address correspondence to this author at the Laboratoire des Substances

Naturelles et Bioactives (LASNABIO), Université de Tlemcen, BP 119, 

13000, Algérie; Tel/Fax: 0021343411189; E-mail a_dibdz@yahoo.fr 

are involved in the defense mechanism of the body against 
pathologies associated with the attack of free radicals which 
leads to the development of several chronic diseases including 
cancer, cardiovascular diseases and disorders associated with 
aging and diabetes mellitus [2]. Natural products like essential 
oils are widely used all over the world due to their antioxidant 
activity which protect human beings from various diseases 
caused by oxidative stresses. They are preferred over the 
common synthetic antioxidants that are commercially 
available as food additives, such as, 2-tertiobutyl-p-
hydroxyanisole and 3-tertiobutyl-p-hydroxyanisole (BHA) or 
2,6-ditertiobutyl-4-methylphenol (BHT) that are suspected of 
being potentially dangerous for human health [3]. 
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 Essential oils and their constituents have shown activity 
suppressing cancer in a number of malignant human cell 
lines involved in colon cancer, gastric cancer, human liver 
tumor, lung tumors, breast cancer and glioma [4]. Most of 
the antioxidant activities in essential oils are found in the 
oxygenated terpenoids (e.g., alcohols and phenolic terpenes) 
[5]. Certain preservative agents based on essential oils 
comprising 50% rosemary, sage and citrus essential oil, and 
50% glycerol are already commercially available as a food 
additive [6]. Formulations based on essential oils of thyme 
(Thymus capitatus), jojoba (Simmondsia californica) and 
rosemary (Rosemarinus officianalis) are frequently used as 
non-toxic preservatives [7]. A. verticillata it is an aromatic 
and medicinal plant belonging to the Apiaceae family. 
Annual hail species with a filiform strain, with highly 
branched stems 10 to 40 cm high, it experiences a late 
dynamic cycle from May to July. A. verticillata is a 
medicinal plant which contains active substances of definite 
therapeutic interest [8]. The roots are diuretic in nature and 
the seeds possess excellent aphrodisiac properties [9]. 
Significant variation in chemical composition of essential 
oils from different regions was observed in many pieces of 
research. In any case, the main component of the whole plant 
is generally thymol or carvacrol [9-12]. C. caeruleus belongs 
to Asteraceae family, is a species that can be found in the 
field, prefers dry, sunny places in the Mediterranean basin 
and is native to Asia, but has spread throughout the rest of 
the world [13]. 

 The roots of C. caeruleus are traditionally used to help 

heal burns and treat skin diseases [14], and are used against 

inflammations articular and are highly against diseases such 

as irritable bowel syndrome for cancer patients. The more 

recent publication that concerned the essential oils of C. 

caeruleus showed that Carlina oxide was the major 

constituent [15]. Despite works on the chemical composition 

of A. verticillata and C. caeruleus essential oils, to the best 

of our knowledge, there are no results on the chemical 

variability and the antioxidant activities in combination of 

their essential oils. Therefore, the aims of this study were to 

study the intraspecies variations of A. verticillata and C. 

caeruleus essential oils from 8 locations using statistical 

analysis, A principal component analysis (PCA) and a cluster 

analysis (CA; dendrograms) were applied to identify the 

possible relationships between the composition of essential 

oils and environmental factors, the in vitro antioxidant 

properties of collective essential oils and combination with 

oils rich in majority components. 

2. MATERIALS AND METHOD  

2.1. Plant Material and Essential Oils Extraction 

 A. verticillata (Aerial parts) and C. caeruleus (Roots) 
were collected in Western Algeria during flowering (May–
July 2019). Voucher specimens were deposited in the 
herbarium of the University of Tlemcen. The geographical 
origin of the different samples and the voucher number of 
each specimen analyzed for both species are listed in Table 
1. Essential oils were obtained by hydrodistillation for 5 h 
using a Clevenger-type apparatus according to the European 
Pharmacopoeia. 

Table 1. Data relative to harvest lo cations of A. verticillata and C. caeruleus from Algeria. 

A. verticillata 

Area  Samples  Voucher codes  Locations  Yields (%) Altitudes Climate 

A
re

a 
1

 

S1 AVAT.05.19 Ain Temouchent 2.3 250 

H
u

m
id

 

S2 AVBR.05.19 Bensekrane 2.8 263 

S3 AVSS.05.19 Sidi Safi 2.2 220 

S4 AVBS.05.19 Beni saf 2.1 95 

A
re

a 
2

 

S5 AVZT.05.19 Zarifet 3.2 835 

H
u

m
id

 an
d

 co
o

ler 

S6 AVAF.05.19 Ain fettouh 2.9 1125 

S7 AVM.05.19 Mafrouche  2.8 1100 

S8 AVLS.05.19 Lalla Setti 3.6 1000 

C. caeruleus 

Area  Samples  Voucher codes Locations  Yields (%) Altitudes Climate 

A
re

a 
1

 

S1 CCFI.06.19 Fandi 1.9 1500 

H
u

m
id

 an
d

 co
o

ler 

S2 CCKS.06.19 khmis 2.3 1500 

S3 CCFR.06.19 Hafir 2.1 1100 

S4 CCTY.06.19 Terny 1.8 1220 

A
re

a 
2

 

S5 CCBR.06.19 Bensekrane 0.6 263 

D
ry

  

S6 CCAR.06.19 Amieur 0.9 319 

S7 CCCH.06.19 Chetouane  1.2 600 

S8 CCOB.06.19 Oucheba 1,1 775 
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2.2. Analysis Conditions 

2.2.1. Gas Chromatography (GC) 

 Analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 
600 GC apparatus equipped with a dual flame ionization 
detection system and two fused-silica capillary columns (60 
m x 0.22 mm I.D., film thickness 0.25 µm), Rtx-1 
(polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (poly-ethyleneglycol). 
The oven temperature was programmed from 60°C to 230°C 
at 2°C/min and then held isothermally at 230°C for 35 min. 
The injector and detector temperatures were maintained at 
280°C. The essential oils were injected in the split mode 
(1/50), using hydrogen as the carrier gas (0.7 mL min

-1
); the 

injection volume was 0.2 µL. The retention indices (RI) of the 
compounds were determined from Perkin-Elmer software. 

2.2.2. Gas Chromatography-mass Spectrometry (GC-MS) 

 Essential oils were analyzed using a Perkin Elmer Turbo 
mass detector (quadrupole) coupled to a Perkin Elmer 
Autosystem XL equipped with Rtx-1 fused silica capillary 
columns and Rtx-Wax (poly-ethyleneglycol), (ion source 
temperature, 150°C; ionization energy, 70 eV). Ionization 
energy MS were acquired over a mass range of 35-350 Da 
(scan time, 1 s). Other GC conditions were the same as 
described for GC, except the split was 1/80. 

2.2.3. Component Identification and Quantification 

 Identification of individual components was 
accomplished by comparing their GC retention indices (RIs) 
on nonpolar and polar columns, determined relative to the 
retention time of a series of n-alkanes with linear interpolation, 
with those of authentic compounds or literature data [16, 17] 
and through computer matching with commercial mass 
spectral libraries [18,19] and also by comparing the spectra 
obtained with those of the in-house laboratory library. The 
quantification of essential oils and blend was performed using 
peak normalization (%) abundances calculated by integrating 
FID response factors relative to tridecane (0.7 g/100 g), used 
as an internal standard. 

2.3. Determination of Antioxidant Activity 

2.3.1. DPPH: Free Radical Scavenging Assay 

 To study the anti-free radical activity of essential oils and 
combinations, we opted for the method which uses DPPH 
(diphenyl picryl-hydrazyl) as a relatively stable free radical, 
according to the protocol described by Que et al. (2006) [20]. 
A volume of 2 ml of the DPPH solution (0.1mM) was mixed 
with 2 ml of the extract solutions or the standard antioxidant 
(BHT) at different concentrations (1 to 70 g/l). After 30 
minutes of incubation in the dark and at room temperature, 
the absorbance was read at 517 nm. In the binary mixtures, a 
ratio of 1: 1 by volume was mixed for each combination and 
a series of concentrations ranging from 1 to 50 g/L were 
prepared. The percentage of anti-radical activity was 
calculated according to the following equation: 

(%) = [(Ac - As)/ Ac] x100 

where Ac is the absorbance of the control reaction (without 
extracts), and As was the absorbance in the presence of 

extracts. IC50's were calculated graphically by the linear 
regression of plotted graphs; inhibition percentages as a 
function of different concentrations extracts tested. Tests 
were carried out in triplicate [20]. 

2.3.2. β-Carotene Bleaching Assay 

 The capacity of essential oils and blends to prevent the 
bleaching of β-carotene is determined according to the 
method described by Bougatef et al (2009). Briefly, 0.5 mg 
of β-carotene in 1 ml of chloroform was mixed with 25 µl of 
linoleic acid and 200 mg of Tween 40. The chloroform was 
evaporated under reduced pressure at 45 °C. in a rotary 
evaporator, then 100 ml of distilled water saturated with 
oxygen was added and the mixture obtained was stirred 
vigorously. The reaction medium contains 2.5 ml of the β-
carotene/linoleic acid emulsion and 0.5 ml of the solutions of 
extracts or the antioxidant reference (BHT). The mixture was 
placed in a water bath and incubated at 50 °C for 2 hours. 
The oxidation of the previous emulsion was followed by 
measuring the absorbance of each sample just after its 
preparation (t = 0 min) and at intervals of 15 min until the 
end of the experiment (t = 120 min) at 470 nm. The negative 
control contains 0.5 ml of distilled water in place of essential 
oils and the standard antioxidant. The antioxidant activity 
(%) was expressed as a percentage of inhibition compared to 
the negative control according to the following equation: 

% = [1- (At0– At120) test / (At0-At120) control] x 100 

 At0: absorbance at time t = 0; At120: absorbance at time t 
= 120 min. IC50's were calculated graphically by the linear 
regression of plotted graphs; inhibition percentages as a 
function of different concentrations extracts tested. Tests 
were carried out in triplicate [21]. 

2.4. Statistical Analysis 

 Statistical analysis of variance (ANOVA) was performed 
using the SAS software and means were separated using the 
Least Significant Difference (LSD) test at P ≤ 0.05. Analysis 
of each test was performed in triplicate. Data analyses were 
performed using PCA and CA. Both methods aim at 
reducing the multivariate space in which objects (oil 
samples) are distributed but are complementary in their 
ability to present results. Indeed, PCA provides the data for 
diagrams in which both objects (oil samples) and variables 
(oil components) are plotted while canonical analysis 
informs a classification tree in which objects (sample 
locations) are gathered. PCA was carried out using function 
‘PCA’ from the statistical R software. The variables 
(components) have been selected using function from the 
statistical software. The CA produced a dendrogram (tree) 
using the Ward’s method of hierarchical clustering, based on 
the Euclidean distance between pairs of oil samples. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Yields and Chemical Compositions of A. verticillata 

Essential Oils 

 The essential oil yields of populations collected from the 
study area are shown in Table 1. Essential oil yields varied 
from 2.1% to 3.1% (w/w), among populations, based on 
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fresh weight. The highest yield (3.6%) was observed in the 
region of Lalla Setti (S8) (humid and cooler region located at 
1000 m altitude), while the lowest (2.1%) was observed in 
the region of Beni saf (S4) (humid region located at 185 m 
altitude). Based on the difference between the yields of 
essential oils, the eight sites were classified into two orders 
(Table 1). 

 Order 1: Low yield of essential oils (S1 to S4) in regions 
with low altitude and humid climate. 

 Order 2: High yield of essential oils (S5-S8) in regions 
with high altitude and a humid and cooler climate. 

 By comparing our results with those reported in the 
literature, we note that the yields of our essential oils are 
almost identical [22]. From our results, we notice that the 
difference in altitude had an effect on the yields of essential 
oils. For this purpose, the cultivation of A. verticillata in 
high altitude and humid climate sites seems to be suitable for 
obtaining optimal essential oil yields (Table 1).  

 All individual oil samples were pooled to produce a 
“Collective Essential Oil” (EO Coll.) that was used to 
perform detailed analysis using GC and GC-MS. Analysis of 
Coll EO of aerial parts accounted for 99.4% of the total oil, 
and allowed the identification of 12 compounds (Table 2). 
All components were identified by comparison of their EI-
MS and GC with those of our laboratory produced Arômes 
library. Among them, ten monoterpenes and 2 

sesquiterpenes. Coll EO was dominated by a high percentage 
of monoterpene compounds (99.1%) in which oxygenated 
compounds (79.1%) were higher than hydrocarbons 
compounds (20.0%). The major components were thymol 
(30.5%), carvacrol (23.2%), p-cymene (13.1%), limonene 
(12.5%), terpinene-4-ol (12.3%) and γ-terpinene (6.5%) 
(Table 2). A cluster analysis (CA; dendrograms) (Fig. 1) and 
principal component analysis (PCA) (Fig. 2) were applied to 
identify the possible relationships between the composition 
of essential oils and environmental factors, in particular the 
geographic origins of the samples. The data presented in Fig. 
(1) (CA) were obtained from the correlation matrix and the 
standardized matrix linking the compositions of essential oils 
to the locations of the samples. The dendrogram (CA) 
suggests that there are two main groups of A. verticillata 
essential oils. A group comprising the samples of zone 1 oils 
(Group 1) (S1-S4) and a group comprising the samples of 
zone 2 (group 2) (S5-S8) (Fig. 1). The results of PCA (Fig. 
2) confirmed the existence of two main groups. Group 1 with 
humid climate and lowest altitudes showed carvacrol (isomer 
of thymol) was most abundant (33.2-46.5%). On the other 
hand, group II with high altitudes and humid and cooler 
climate showed that thymol had an abundance which varied 
from 33.2 to 46.5% (Fig. 2, Table 2). The differences 
observed in the chemical composition of our essential oils 
may be due to ecological factors or many other factors, such 
as type of soil and climatic conditions [22]. 

Table 2. Chemical variability of A. verticillata 

No.
a
 Compounds lRIa

b
 RIa

c
 RIp

d
 

Coll 

EO 
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Identification

e
 

1 α-Thujene 932 925 1012 tr - - - - 0.3 0.4 1.1 0.8 RI, MS 

2 α-Pinene 931 932 1023 0.4 0.6 0.8 0.1 0.5 0.7 0.8 0.2 0.1 RI, MS 

3 Sabinene 964 966 1118 0.1 0.1 0.2 0.6 tr 0.2 0.1 tr 0.3 RI, MS 

4 Myrcene 976 982 1159 0.5 0.5 0.7 1.2 0.6 0.7 4.1 6.5 8.1 RI, MS 

5 p-Cymene 1010 1012 1259 13.1 25.2 19.2 22.1 17.5 19.5 17.5 12.5 13.5 RI, MS 

6 Limonene 1020 1021 1195 12.5 28.1 19.3 16.5 21.5 19.3 12.5 10.4 9.5 RI, MS 

7 γ-Terpinene 1047 1049 1237 6.5 9.6 11.1 8.6 10.5 11.1 13.1 9.5 6.5 RI, MS 

8 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 12.3 0.8 1.1 2.1 0.6 0.8 0.5 0.8 1.2 RI, MS 

9 Thymol 1266 1269 2189 30.5 tr tr tr 0.1 28.2 32.5 45.3 40.3 RI, MS 

10 Carvacrol 1282 1278 2220 23.2 33.2 44.3 46.2 46.5 13.1 9.5 8.6 12.5 RI, MS 

11 α-Humulene 1456 1456 1665 0.1 0.1 0.1 0.6 0.2 0.2 0.1 tr 0.5 RI, MS 

12 γ-Muurolene 1471 1469 1679 0.2 0.2 tr 0.1 0.3 tr 0.1 0.2 0.1 RI, MS 

Identification %  
  

99.4 98.4 96.8 98.1 98.3 94.1 91.2 95.1 93.4  

Hydrocarbon monoterpenes 20.0 64.1 51.3 49.1 50.6 51.8 48.5 40.2 38.8  

Oxygenated monoterpenes 79.1 34.0 45.4 48.3 47.2 42.1 42.5 54.7 54.0  

Hydrocarbon sesquiterpenes 0.3 0.3 0.1 0.7 0.5 0.2 0.2 0.2 0.6  

a Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). b Retention indices of literature on the apolar column (lRI) r. c Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). d Retention 

indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). e RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode. Coll EO: collective essential oil. Min: minimum. Max: Maximum. 
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Fig (1). Cluster analysis (CA) of chemical compositions of A. verticillata from Algeria. 

 

Fig. (2). Principal component analysis (PCA) of chemical compositions of A. verticillata. S: Stations. 

Table 3. Chemical composition of essential of C. caeruleus roots. 

No.
a
 Components lRIa

b
 RIa

c
 RIp

d
 

Coll 

EO 
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Identification

e
 

1 Carlina oxide - 1580 2380 86.2 83.2 75.3 79.5 92.1 96.1 95,3 86,5 86,6 RI, MS 

2 
13-Methoxy carlina 

oxide 
1798 1800 2104 5.3 2.1 8.6 6.5 1.2 0.1 1,2 6,5 6,5 RI, MS 

3 Hexadecanoic acid 1942 2005 1944 4.3 11.2 14.2 6.3 0.5 0.1 0,6 3,2 5,8 RI, MS 

% Identification 
	  

95,8 96,5 98,1 92.3 93.8 96.3 97.1 96.2 98.9 
	  

a Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). b Retention indices of literature on the apolar column (lRI). c Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). d Retention 

indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). e RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode. Coll EO: collective essential oil. Min: minimum. Max: Maximum. 

 

3.2. Yields and Chemical Compositions of C. caeruleus 

Essential Oils 

 The extraction yields were calculated relative to the mass 
of the fresh material. We note that the samples from stations 
located at altitude and humid and cooler climate (S1-S4) 
were higher essential oil yields (1.8 to 2.3%) than those 
collected at low altitude and dry climate (S5-S8), whose 
yields were between 0.6 and 1.2% (Table 1). The GC and 

GC-MS analysis of Coll EO from the roots led to the 
identification of 3 components: carlina oxide (86.2%), 13-
methoxy carlina oxide (5.3%) and hexadecanoic acid (4.3%) 
(Table 3). The 8 samples were analyzed in order to study the 
chemical variability of essential oils from C. caeruleus from 
Algeria. The chromatographic profiles of the samples were 
substantially identical. Acetylenic compound constituted the 
dominant chemical class (75.3-96.1%) of the total 
composition of essential oils (Table 3). 
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3.3. Evaluation of Antioxidant Activity of Individual Coll 

Eos and in Combination 

 The half maximal inhibitory concentrations (IC50) of the 
essential oils are shown in Table 4. In the present study, both 
Coll EOs studied showed antioxidant activities. Compared to 
the synthetic antioxidant, A. verticulata Coll EO showed the 
highest antioxidant activity when evaluated by the β-
carotene bleaching and DPPH methods with inhibition 
values of IC50s of 2,3 and 15,2 g/L, respectively. On the 
other hand, C. caeruleus Coll EO presented good activity 
antioxidant (IC50s of 4.7 and 26.5 g/L, respectively) but 
which remains lower to synthetic antioxidant the BHT when 
looking to its values (IC50s of 4.6 and 16.3 g/L, respectively).  

 Coll EOs blend was very effective compared to the 
individual essential oils by both methods β-carotene 
bleaching and DPPH that showed a significant increase 
antioxidant activity. The IC50s of Coll EOs blend were 0.6 
and 8.2 g/L, which is about 7 and 2 times higher than the 
synthetic antioxidant used as references, respectively (IC50s 
= 4.6 g/l and 16.3 g/l, respectively) (Table 4). In general, the 
Coll EOs of A. verticillata and C. caeruleus tested 
individually showed high antioxidant activities compared to 
the synthetic antioxidant. In binary mixture, the interaction 
between both Coll EOs significant synergistic effects. This 
result can be explained by the synergistic effect resulting 
from the main constituents of the mixture of A. verticillata 
and C. caeruleus, that is to say between the thymol (30.5%), 
carvacrol (30.5%), p-cymene (13.1%) and carlina oxide 
(95.8%). 

3.4. Evaluation of Antioxidant Activity of Individual 
Essential Oils (Rich in Thymol/Carvacrol and Carlina 

Oxide) and in Combination  

 The antioxidant activity evaluated by the β-carotene 
bleaching and DPPH methods of A. verticillata essential oil 
of station S7 containing thymol (45.3%) and p-cymene 
(12.5%) showed the greatest antioxidant activity (IC50s = 5.5 
g/l and 32.1 g/l, respectively) than that of the essential oil of 
station S5 containing carvacrol (44.3%) and p-cymene 
(19.2%) (IC50s = 8.3 g/l and 76.2 g/l, respectively) but which 
remains lower than synthetic antioxidant. C. caeruleus 
essential oil of station (5) indicated the highest activity, with 
an IC50s of 2.7 and 6.5 g/l, which is about  twice higher than 
the synthetic antioxidant used as a reference (Table 5). In 
binary mixture, essential oil blends were very effective 
compared to the individual essential oils tested. The 
combination of A. verticillata and C. caeruleus essential oils 

showed a significant increase in antioxidant activity (Tables 
5 and 6). However, it seems that the combination of thymol 
(45.3%) and P-cymene (12.5%) with  carlina oxide (63.1%) 
increases the antioxidant activity (IC50 of 2.3 g/l and 13.2 g/l, 
respectively) that was higher than the synthetic antioxidant 
used as reference (IC50 = 4.6 g/l and 16.3 g/l, respectively), 
tested by β-carotene bleaching and DPPH (Table 5). On the 
other hand, the combination of carvavrol (44.2%) and P-
cymene (19.2%) with carlina oxide (63.1%) was less 
effective with IC50s of 18.2 g/l and 4.1 g/l, but which 
remains almost equal to the synthetic antioxidant, 
respectively (Table 6). In the present study, it was observed 
the association of phenolics (thymol, carvacrol and P-
cymene) with the acetylenic component exhibited a very 
strong antioxidant power, far superior to the synthetic 
antioxidant BHT. While, the association of carvacrol and P-
cymene with carlina oxide had the same antioxidant power 
as the BHT (additive activity). Essential oils are natural plant 
products containing complex mixture of components and 
thus having multiple biological properties. Most antioxidant 
activity in essential oils appears to derive from oxygenated 
terpenoids, particularly phenolic terpenes, phenylpropanoids 
and alcohols.  

 Thymol, carvacrol, and eugenol are the most powerful 
antioxidants present in the essential oils examined, and their 
effects on food are among their benefits to human health 
[23,24]. Carlina oxide is an acetylenic compound; it is 
present mainly in the essential oil of Carlina acanthifolia1 
[25], Carlina diae

 
[26], Carlina vulgaris [13], Atractylis 

gummifera
 

[27] and Carthamus caeruleus [15]. Several 
studies have been conducted on different biological activities 
provided by this compound which has shown very promising 
antimicrobial, antitrypanosmal, anti-inflammatory, anti-ulcer 
and antioxidant activities [13,15,27-30].

 
Only a few studies 

of the synergistic effect of essential oils have been 
documented. Grosso et al. [31] suggested that the 
combination of thymol, carvacrol and thymoquinone in the 
volatile oil of Satureja montana may be responsible for the 
increase in antioxidant activity, using the DPPH radical 
scavenging and rancimat methods. Benyoucef et al. [32] 
suggested that the combination of T. fontanesii, A. herba-
alba and R. officinalis essential oils showed the greatest 
antioxidant activity with an IC50 of 2.6 mg/L almost equal to 
the synthetic antioxidant (BHT). Antioxidant efficacy of 
essential oils of some spices and herbs in combination 
showed synergistic interactions.  

 The evaluation of different possible combinations of 
these herbs showed that combination of coriander/cumin 
seed oil produced synergistic interactions [33]. The 

Table 4. Antioxidant activity of individual Coll Eos and in combination. 

Microorganisms 

IC50 (g/L)  

A. verticullata C. caeruleus A. verticullata/ C. caeruleus 

BHT Coll EOs Coll EOs 

Individual 1:1 Combination 

DPPH 15,2 ± 1,5 26.5 ± 0,9 8.2 ± 0,9 16.3 ± 0,8 

β-carotene bleaching test 2,3 ± 0,8 4.7 ± 0,2 0.6 ± 0,6 4,6 ± 0,5 

Values are represented as mean ± SEM  
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antioxidant potential of these mixtures to increase by 
synergistic interactions between the different antioxidant 
compounds present in the mixture of essential oils. However, 
very little is known about the mechanism of interactions which 
are responsible for the synergistic antioxidant activity [34]. 

CONCLUSION 

 In conclusion, the essential oil yields of A. verticillata 
and C. caeruleus showed significant variability. Results 
showed the positive correlation between essential oil yield, 
altitude and climate, it reached to greatest content in site with 
high altitude and humid and cooler climate. A high level of 
percentage of acetylenic compound (Carlina oxide) was 
found in C. caeruleus from Algeria. Cluster and PCAs, 
demonstrated that altitude and climate affect considerably 
the chemical composition of A. verticillata. It can be 
hypothesized that high altitude and humid climate produced 
essential oils rich to carvacrol, while at low altitude, humid 
and cooler climate, the essential oil is rich to thymol. The 
individual essential oils of A. verticillata and C. caeruleus 
demonstrated great antioxidant activities. In binary mixture, 
the combination of essential oils rich in thymol/carvacrol, P-
cymene and carlina oxide presented high antioxidant 
activities. On the other hand, A. verticillata and C. caeruleus 
Coll EOs blend displayed important synergistic effects to far 
superior to that of the synthetic antioxidant used as a 
reference (BHT). This increase in activity may be due to the 
association of the four main components, thymol, carvacrol, 
p-cymene and carline oxide. Thus A. verticillata and C. 
caeruleus essential oils combinations may be used as a 
potential source of safe and potent natural antioxidant agents 
in pharmaceutical and food industries.  
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Abstract: Background: Carthamus caeruleus belongs to the Asteraceae family. The roots are tradi-

tionally used as healing agents. They help to heal burns and treat skin diseases. They are also used 

against joint inflammation and are very effective against diseases such as irritable bowel syndrome 

for cancer patients. 

Objectives: The purpose of this work was i) to study the chemical composition of i) the essential oil 

and hydrosol extract of Carthamus caeruleus, ii) to isolate the major component of both extracts 

and iii) to evaluate their antioxidant, antifungal and insecticidal activities.  

Methods: The essential oil and hydrosol extract obtained from the roots were studied by GC and 

GC/MS. The antioxidant activities were performed using two different methods i) Radical scaveng-

ing activity (DPPH) and ii) the Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP), using BHT as a 

positive control. Whereas, the antifungal activity of the essential oil and Carlina oxide was investi-

gated against plant fungi. The fumigation toxicity of C. caeruleus essential oil besides Carlina oxide 

was evaluated against adults of Bactrocera oleae better known as the olive fly. 

Results: The essential oil and hydrosol extract were mainly represented by acetylenic compounds 

such as carline oxide and 13-methoxy carline oxide. Carlina oxide was isolated and identified by 
1
H 

and 
13

C NMR spectroscopic means. The results showed that Carlina oxide presented interesting an-

tioxidant and antifungal properties, while C. caeruleus root essential oil had better insecticidal activ-

ity. Furthermore, Carlina oxide has demonstrated promising in vivo antifungal activity to control in-

fection of apples by Penicillium expansum. 

Conclusion: Carlina oxide can be used as a natural food preservative and alternative to chemical 

fungicides to protect stored apple against Penicillium expansum.  

Keywords: Carthamus caeruleus, essential oil, hydrosol extract, carlina oxide, biological activities, food preservative. 

1. INTRODUCTION 

Antioxidants are substances naturally present in the body, 
capable of protecting it from harmful influences, especially 
oxidation reactions, also known as oxidative stress. They are 
used in food, cosmetics and pharmaceuticals fields [1]. In 
addition, most of the common synthetic antioxidants that are 
commercially available as food additives, such as, 2-tert-
Butyl-p-Hydroxyanisole (BHA) or Butylated Hydroxytolu-
ene (BHT) are suspected of being potentially dangerous to 
human health [2]. 
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On the other hand, Penicillium expansum, Aspergillus ni-
ger, Penicillium sp, and Alternaria alternata are ubiquitous 
fungal pathogens in the environmental damage to most of 
fruits, vegetables and ornamentals [3]. Phytosanitary inter-
ventions are the main measures to reduce the incidence of 
both pre- and post-harvest diseases. 

Pesticides have adverse effects on the environment due to 
their high toxicity and promote the development of resistant 
strains. Awareness of the environmental cost of these prac-
tices and consumers fears of the potential danger of pesticide 
residues to human health is generating growing interest in 
other control alternatives. 

Essential oils have been shown to inhibit the develop-
ment of microbial pathogens that infect various soil and 
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Table 1.  Data relative to harvest locations of C. caeruleus from Algeria. 

Samples Locations 
GPS 

Coordinates 
No. Voucher code Yields Altitudes (m) 

S1 Beni snous (Fandi) 34°38′35″N; 1°33'41″O C.C-0516-DMA1 1.6 835 

S2 Beni snous (khmis) 34°38′27″N; 1°33'19″O C.C-0516-DMA2 1.3 840 

S3 Oucheba 34°54'11"N; 1°12'47"O C.C-0516-DMA3 1.1 775 

S4 Terny 4°47′45″N; 1°21′29″O C.C-0516-DMA4 1.5 854 

S5 Sabra 34°49′39″N;1°31′42″ O C.C-0516-DMA5 0.09 593 

S6 Bouhlou 34°49′30″N,1°36′ 28″O C.C-0516-DMA6 1.6 837 

S7 Chetouane 34°55'12''N; 1°17'10''O C.C-0516-DMA7 0.06 600 

S8 Beni bahdel 34°43'00''N; 1°31'00''O C.C-0516-DMA8 0.09 600 

S9 EL Aricha 34°13′22″N,1°15′21″O C.C-0516-DMA9 2.5 1148 

S10 Sebdou 34°38′22″N,1°19′37″O C.C-0516-DMA10 2.6 951 

 
airborne cultures. Studies have shown that combined treat-
ments of thyme, cumin and Lactobacillus plantarum oils 
have been successful in controlling infections caused by fun-
gal strains belonging to the genus Botrytis [3]. Essential oils 
have a very wide spectrum of action since they inhibit the 
growth of bacteria as well as those of fungi and yeasts. In 
many countries, essential oils were studied for their effec-
tiveness as natural preservatives for foods [3]. 

The genus Carthamus belongs to Asteraceae family and 
comprises of 25 species distributed from the Mediterranean 
region to Asia. They are annual perennial plants, most often 
very thorny.  

C. caeruleus (synonymous: Carduncellus caeruleus) is 
an uncommon species that can be found in the field, prefers 
dry, sunny places in the Mediterranean basin and is native to 
Asia, but has spread throughout the rest of the world [4]. The 
most common species found in Algeria are: C. caeruleus, C. 
daumasianus, C. fauvei and C. doumerguei [5, 6]. C. 
caeruleus is a species similar to the thistle, also known as the 
«cardoncelle bleue», it is uncommon and likes fields and 
uncultivated land. The roots of C. caeruleus are traditionally 
used to help heal burns and treat skin diseases [7], and are 
used against inflammations articular and are highly against 
diseases such as irritable bowel syndrome for cancer pa-
tients. 

To our knowledge, the chemical composition of C. 
caeruleus essential oil has not been studied. This study 
aimed to assess i) the chemical composition of volatile me-
tabolites contained in essential oils of C. caeruleus roots 
native to western Algeria, ii) isolated the major components 
and iii) to evaluate their antioxidant, antifungal and insecti-
cidal activities. 

2. MATERIAL AND METHOD 

2.1. Plant Material  

Roots of C. caeruleus were harvested at the flowering 
stage (May) from 10 locations of Tlemcen (Algeria) where it 

grows in abundance. Voucher specimens (C.C.1-10; 
08.05.18) were deposited with the Herbarium of the Univer-
sity of Tlemcen (Algeria). Some information of samples lo-
cations (harvest locations, altitudes) as well as yields of es-
sential oil is presented in Table 1.  

2.2. Essential Oils and Hydrosol Isolation 

Plant material was submitted to hydrodistillation for 5 h 
using Clevenger type apparatus. For the chemical analysis 
and biological activities, essential oils were stored in dark 
glass bottles at 4°C. Hydrosol extract was obtained 
according to the method of Belabbes et al. [8]. In brief, the 
first 500 mL of water from hydrodistillation was recovered 
in order to obtain the corresponding hydrosol [8]. Hydrosol 
extract was obtained by liquid-liquid extraction with diethyl 
ether. After evaporation of the solvent, hydrosol extract was 
dried over Na2SO4. 

2.3. Isolation of Components 

The Collective oil (1 g) was separated using silica gel 
column chromatography (FC, silica gel 200-500 lm) and 
eluted with Hexane, then with hexane/EtOAc (3:1). Two 
compounds were obtained: Compound (1) (0.8 g) and com-
pound (2) (0.12 g). 

2.4. Analysis Conditions 

GC analyses were carried out using a Perkin Elmer Auto-
system XL GC apparatus equipped with a dual flame ioniza-
tion detection system and fused Rtx-1 silica capillary col-
umns (60 m × 0.22 mm i.d., 0.25 μm film thickness; polydi-
methylsiloxane). The oven temperature was programmed to 
increase from 60-230°C at 2°C/min and was then held iso-
thermally at 230°C for 35 min. Injector and detector tem-
peratures were maintained at 280°C. The injection volume 
was 0.1 μL, as previously reported by Dib et al. [9].  

Gas chromatography-mass spectrometry analysis: Sam-
ples were analyzed using a Perkin Elmer Turbo mass detec-
tor (quadrupole) coupled to a Perkin Elmer Autosystem XL 
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equipped with Rtx-1 fused silica capillary columns and Rtx-
Wax (ion source temperature, 150°C; ionization energy, 70 
eV). Ionization energy MS was acquired over a mass range 
of 35–350 Da (scan time, 1 s). Other GC conditions were the 
same as described for GC, except the split was 1/80, as pre-
viously reported by Dib et al. [9].  

The identification of each compound of the mixtures was 
carried out by comparison: (i) retention indices calculated 
respectively on polar and apolar columns with those of stan-
dard compounds (laboratory library "Arôme") or those re-
ported in the literature; (ii) mass spectra (electronic impact) 
with those of standard compounds (laboratory library) or 
those present in computerized banks [10, 11]. Quantification 
of constituents was performed using a Flame Ionization De-
tector by internal standardization of peak areas using the 
calculated response factors relative to the tridecane (0.7 
g.100 g

–1
) used as an internal standard, according to the 

method described by Belabbes et al. [8] and adapted within 
the CPN laboratory. 

2.5. DPPH Free Radical Scavenging Assay 

The free radical-scavenging activities of extracts were 
measured using the DPPH test, according to the previously 
published report [8]. A volume of 100 μl of different concen-
trations (2.5 to 50 mg/L) of each extract was added to 25 µL 
of the methanolic solution of DPPH (0.5 mM) freshly pre-
pared. After incubation in the dark for 30 min and at room 
temperature, the absorbance was measured with a spectro-
photometer at 517 nm. Reference standard (BHT) was also 
analyzed using the same procedure. The neutralization per-
centage (I%) of the DPPH radical was calculated according 
to the following formula: 

I% = [Ablank-Asample/Ablank] × 100 

where Ablank is the absorbance of the control reaction 
(without extracts), and Asample was the absorbance in the 
presence of extracts. IC50's were calculated graphically by 
the linear regression of plotted graphs; inhibition percentages 
as a function of different concentrations extracts tested. Tests 
were carried out in triplicate [8]. 

2.6. Ferric-Reducing Antioxidant Power Assay 

The reducing power of iron (Fe
3+

) in the extracts was 
determined by the method described by Oyaizu [12]. One 
milliliter of the extract at different concentrations (from 0.5 
to 50 mg/L) was mixed with 2.5 mL phosphate buffer 
solution (0.2 M, pH 6.6) and 2.5 mL of a solution of 
potassium ferricyanide K3Fe(CN)6 to 1%. The whole was 
centrifuged at 3000 rpm for 10 min. In the end, 2.5 mL of the 
supernatant of each concentration was mixed with 2.5 mL of 
distilled water and 0.5 mL of FeCl3, 6H2O (0.1%). After 30 
min of incubation, the absorbances were measured at 700 nm 
using a visible dual-beam spectrophotometer against ethanol 
(80%) as blank. BHT was used as a positive control. Analy-
ses were achieved in triplicates.  

2.7. Antifungal Activities 

2.7.1. Pathogenic Fungal Strains 

The fungal isolates, Penicillium expansum, Aspergillus 
niger, Trichoderma sp., Aspergillus flavus and Rhizopus 
oryzae, causing olive rot, have been isolated directly from 

fruit in orchards. All isolated fungal species were transferred 
to 9 cm petri dishes sterilized with lactic acid (20%) to stop 
growth of the strains. The plates were incubated at 25 °C ± 
2°C for 14 days in the dark. Each fungal strain was identified 
on the basis of their morphological and microscopic charac-
ters using the following reference [13, 14].  

2.7.2. In Vitro Antifungal Assay 

The antifungal activity of extracts tested against fungi 
strains was performed by the direct contact technique (Singh 
et al. [15]. Final concentrations ranging from 10 to 100 mg/L 
were obtained by adding 0.5 mL of solutions previously pre-
pared in a tube containing 9.5 mL of PDA medium at a tem-
perature between 45 and 50 °C. After homogenization using 
a vortex, the contents of the tubes were poured into Petri 
dishes. The boxes were allowed dry for 15 to 20 minutes. A 
petri dish containing 10 mL of PDA medium without extract 
was used as a negative control. A mycelial disc of 9 mm of 
diameter, cut from the periphery of the 5-day pre-culture, 
was inoculated aseptically into the center of each Petri dish. 
All petri dishes were sealed with sterile parafilm and incu-
bated at 28 °C for 9 days. The effectiveness of the treatment 
was evaluated daily by measuring the average of the two 
perpendicular diameters of each colony. The percentage in-
hibition of growth of the two fungi tested, relative to the con-
trol, was calculated to 9th day, using the following formula 
[16]. 

I%= (DC - DT/DC) x 100 

where DC is the diameter of the mycelial growth of the 
negative control, DT is the average diameters of fungal col-
ony of treatment. 

2.7.3. In Vivo Antifungal Assay 

The in vivo antifungal activity of the essential oil and 

Carlina oxide on wound-inoculated apples was carried out 
using the method of Tian et al. [17]. Apples were selected 

according to their maturity, uniformity and especially the 

absence of visible symptoms of rot on their surface. Using a 
cotton-bud, 10

6
 spore/mL of the fungal inoculum prepared 

beforehand, was scrapped on the surfaces of the colonies and 

was resuspended in distilled water containing 0.5% Tween 
80. Filter papers of 4 cm of diameter were impregnated of 

0.01 mg of essential oil and Carlina oxide and placed into 

polystyrene containers (1L) (without any solvent) to reach a 
final concentration of 0.01 mg/L air. Control experiments 

were performed without any treatment. 

The concentrations able of inhibiting 50% of the myce-
lium growth (IC50) were calculated graphically by the linear 

regression of plotted graphs. 

2.8. Fumigation Toxicity of Essential Oil and Carlina 

Oxide Against Bactrocera oleae 

The fumigation with the extracts was carried out in her-
metic and transparent plastic boxes with a capacity of 1 L, as 
an exposure chamber to test the toxicity of extracts against B. 
oleae adults. Three concentrations (viz., 20, 30 and 50 μL) of 
the essential oil and Carlina oxide, without using any solvent 
were spread on Wathman type filter paper and attached to 
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Table 2.  Chemical composition of Essential (EO) Oil and Hydrosol Extract (HE) of C. caeruleus roots. 

Essential Oils 

10 Samples No.
a
 Components Lit/RIa

b RIa
c RIp

d 

Coll EO Min Max 

HY Identification
e 

1 Carlina Oxide - 1580 2380 85.2 83.2 92.3 58.6 RI. MS. NMR 

2 13-Methoxy Carlina Oxide 1798 1800 2104 5.3 2.1 6.5 11.6 RI. MS 

3 Phytone 1844 1846 2131 - - - 23.2 RI. MS 

4 Neophytadiene 1840 1851 1922 - - - 0.2 RI. MS 

5 Hexadecanoic Acid 1942 2005 1944 5.3 3.2 5.8 2.5 RI. MS 

% d’identification - 95.8 - - 96.1 - 

aOrder of elution is given on apolar column (Rtx-1). bRetention indices of literature on the apolar column (RILit). c Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). d Retention 
indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). e RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode. Coll EO: collective essential oil. Min: minimum. Max: Maximum. 

 

 

Fig. (1). The main components isolated of root essential oil from C. caeruleus. 

 
the sub-surface of lids. The control set received no extracts. 
The boxes were screwed tightly containing 10 insects of the 
same age. Mortality was done by censusing dead insects for 
24 hours from commencement of exposure.  

The percentage of insect mortality was calculated using 
the Abbott correction formula [18].  

Corrected mortality = (OMT – OMC)/ (100-CM) x 100 

where OMT: Observed Mortality in Treatment; OMC: 
Observed Mortality in Control; CM: Control Mortality. 

Percentage mortality = (Number of dead larvae/ Number 
of larvae introduced) x 100 

2.9. Statistical Analysis 

The results were expressed as mean ± SD and analyzed 
by SAS software, and for the determination of the signifi-
cance levels (n = 3), the values of p ≤ 0.05 were considered 
statistically significant. Analysis of each test was performed 
in triplicate. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Chemical Composition of Essential Oil and Hydrosol 

Extract 

The C. caeruleus samples were collected from ten loca-
tions of Tlemcen province, Algeria. Significant variations 
observed yields of essential oils depending on the locality of 
harvest (Table 1). The highest yields (1.1-2.6%) were ob-
served in areas at high altitudes (S1-4, S6, S8 and S10), 
while the lowest yields (0.06-0.09%) were observed in areas 
at low altitudes (S4, S7- 8) (Table 1).  

Routine GC-RI and GC-MS analysis of 10 samples of 
root essential oils led to the identification of 3 components. 
In particular, our spectral libraries were found to be non-
operative in identifying the major components of the essen-
tial oil and hydrosol extract (No. 1 and 2 of Table 2).  

Its identifications necessitated the implementation of 
complementary analyzes integrating 

1
H and 

13
C NMR. Col-

lective Essential (Coll EO) was subjected to column chroma-
tography successive on silica gel, eluted with i) hexane to 
give compound (1) and ii) hexane/EtOAc (3:1) to give com-
pound (2). Careful research in the literature confirmed our 
structures proposal. Indeed, the comparison of 

1
H and 

13
C 

NMR data in our compounds with those described in the 
literature [6, 19] led to the unambiguous identification of 
benzyl-2-furylacetylene, known as Carlina oxide (1) and 13-
methoxy carline oxide (2). Fig. (1) shows the two com-
pounds identified in C. caeruleus essential oil. 

Hydrosol extract obtained with a yield of 1.9% was also 
analyzed by GC-IR and GC-MS. Five components represent-
ing 96.1% of the total composition of the extract were identi-
fied (Table 2). The hydrosol extract was also mainly repre-
sented by acetylenic compounds (70.2%) such as carlina 
oxide (58.6%) and 13-methoxy carline oxide (11.6%), fol-
lowed by an appreciable amount of phytone (23.2%) and 
hexadecanoic acid (2.5%) (Table 2). 

Carlina oxide was isolated for the first time in 1889 [6] 
and has been reported in the Asteraceae family and in 
particular, has been isolated in the essential oils of Carlina 
acanthifolia, Carlinae radix and Carlina acaulis [6, 16]. 
While 13-methoxy Carlina oxide was isolated in 1981 from 
the roots of Carlina diae [19]. In this study, we have 

��� � �

�

 

(1): Carlina oxide (2): 13-methoxy Carlina oxide 
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Table 3:  % inhibition of DPPH
•
 of C. caeruleus essential oil hydrosol extract carlina oxide and BHT at different concentrations. 

Samples Antioxidant Activity 

Concentration (mL/L) 2.5 5 10 25 50 

DPPH Radical scavenging activity [%] 25.5 ± 2.7 30.2 ± 1.6 36.1 ± 2.9 50.3 ± 3.6 60.7 ± 3.8 

- Essential 

Oil 

IC50 (mL/L) - 24.6 

Concentration (mL/L) 2.5 5 10 25 50 

DPPH Radical scavenging activity [%] 2 0 .5  ± 2.1 3 5 .2  ± 4.7 3 9 .3  ± 3.2 4 6 .3  ± 4.2 5 0 .3  ± 6.6 
- Hydrosol 

Extract 

IC50 (mL/L) - 46.2 

Concentration (mL/L) 2.5 5 10 25 50 

DPPH Radical scavenging activity [%] 46.1 ± 8.2 53.6 ± 7.6 67.9 ± 6.7 89.6 ± 9.3 94.3 ± 8.1 
- Carlina 

Oxide 

IC50 (mL/L) - 6.2 

Concentration (mL/L) 2.5 5 10 25 50 

DPPH Radical scavenging activity [%] 18.6 ± 0.8 30.4 ± 1.6 35.9 ± 2.8 55.9 ± 6.3 84.7 ± 9.3 
- 

BHT 

IC50 (mL/L) - 16.4 

Sample and positive control were done in triplicates (n=3) 

 

 

Fig. (2). Reducing power activities of C. caeruleus Essential Oil (EO), hydrosol extract (HY) and carlina oxide. 

reported for the first time the chemical composition of the 
essential oil and hydrosol extract of this plant, which appears 
as an interesting source of acetylenic compounds. 

3.2. Antioxidant Activity of C. caeruleus Essential Oil, 

Hydrosol Extract and its Major Component Carlina Ox-

ide 

The antioxidant activities were performed using the free 
radical scavenging activity (DPPH) and Ferric Reducing 
Antioxidant Power (FRAP) tests, using BHT as a positive 
control. The comparison of the DPPH

•
 scanning activity of 

C. caeruleus essential oil, hydrosol extract and Carlina oxide 
with that expressed by the BHT showed very good antioxi-
dant activity compared to the synthetic compound BHT. The 
lowest free radical scavenging activities were obtained by 
hydrosol extract (50.3%) and essential oil (60.7%), while the 

strongest activity was obtained by Carlina oxide (94.3%) at a 
concentration of 50 mL/L (Table 3). The half maximal in-
hibitory concentration (IC50) providing 50% inhibition of 
DPPH in the test solution was calculated (see Table 3). Car-
lina oxide indicated the highest activity in quenching of 
DPPH radical, with an IC50 of 6.2 mL/L, which is about 3 
times higher than the synthetic antioxidant used as a 
reference (IC50 = 16.4 mL/L; Table 3).  

Fig. (2) represents the absorbance values as a function of 
the different concentrations of essential oil, hydrosol extract 
and Carlina oxide obtained by FRAP method. Antioxidant 
activity of extracts was found to increase with increasing 
concentration. At higher concentrations, the antioxidant ac-
tivity of Carlina oxide was higher than essential oil, BHT 
and hydrosol extract (Fig. 2). 

�

���

�

���

�

���

�

���

�

���

� �� �� �� �� �� 	�

A
b

so
rb

a
n

ce
s

Concentrations


�����������

��

��

���



P
er

so
na

l U
se

 O
nl
y 

N
ot

 F
or

 D
is
tri

bu
tio

n

150    The Natural Products Journal, 2020, Vol. 10, No. 2 Mami et al. 

Table 4.  In-vitro antifungal activity against phytopathogenic fungi. 

IC50 (mg/L) 

Microorganisms 

Essential Oil Hydrosol Extract Carlina Oxide 

P. expansum 20 ± 3.2 > 100 15 ± 2.3 

A. niger 77.8 ± 6.8 > 100 56.8 ± 10.7 

Trichoderma sp. 20 ± 0.97 > 100 13 ± 0.31 

A. flavus 20 ± 2.7 > 100 16 ± 0.78 

R. oryzae > 100 > 100 > 100 

Sample and positive control were done in triplicates (n=3). 

 

Table 5.  Protection effect of hydrosol extract and carlina oxide against apple infection caused by P. expansum. 

PDI 
c
 (%) 

Days
a 

Positive Control 
b
 

Carlina Oxide 

(0.01 mg/L air) 

Essential Oil 

(0.01 mg/L air) 

1st day 00 a 00 a 00 a 

3rd day 24.7 b 12.8 b 16.8 a 

6th day 50.6 c 18.9 b 45.5 b 

9th day 100 d 25.8 c 64.8 c 

15th day 100 d 33.2 c 80.4 d 

a Days of storage. b Positive control. c Percent Disease Index (PID). The means in a column followed by the same letter (s) represent values that are not significantly different (P ≤ 

0.05). 

 
In the present study, all extracts studied showed antioxi-

dant activity to able to reduce the stable free radical DPPH to 
the yellow colored diphenyl-picrylhydrazine. Carlina oxide 
showed a strong antioxidant activity compared to the syn-
thetic antioxidant BHT. On the other hand, the results 
showed that essential oil and hydrosol extract presented 
lower antioxidant activity compared to Carlina oxide and 
BHT when looking to its values. However, it seems that the 
combination of Carlina oxide with hexadecanoic acid and 
13-methoxy Carlina decreases the antioxidant activity. On 
the other hand, according to the literature, Polyacetylenes act 
as a kind of anti-inflammatory and antioxidant. These com-
pounds would slow down the development of cancer cells in 
humans, preventing their multiplication [20]. 

3.3. Antifungal Activity 

3.3.1. In Vitro Tests of the Essential Oil, Hydrosol Extract 

and Carlina Oxide Against Plant Fungi 

The effects of hydrosol extract, essential oil and Carlina 
oxide were evaluated against fungal phytopathogens: P. 
expansum, A. niger, Trichoderma sp., A. flavus and R. oryzae 
(Table 4). The tests showed the variability of inhibition ac-
cording to the pathogenic fungi tested. The strains P. 
expansum, Trichodermasp., and A. flavus are more sensitive 
to Carlina oxide and essential oil than those of A. niger and 
R. oryzae. The approach of concentrations causing 50% in-
hibition of mycelial growth (IC50) showed that Carlina oxide 

and essential oil have the strongest activity against fungi. 
The higher activity was observed by Carlina oxide against 
Trichoderma sp., P. expansum and A. flavus with IC50s of 13, 
15 and 16 mg/L, whereas, A. niger (56.8 mg/L) and A. 
oryzae (> 100 mg/L) appear to be fewer sensitive strains. 
The results also indicate that the inhibition of the mycelial 
growth of Trichoderma sp., P. expansum and A. flavus was 
significantly influenced by essential oil with IC50 values of 
20 mg/L, respectively. Hydrosol extract of C. caeruleus was 
the less active, the IC50s were more than 100 mg/L for all 
strains (Table 4). 

3.3.2. In Vivo Protection Effect of Essential Oil and 

Carlina Oxide Against Apple Infection Caused by P. 
expansum 

Given the good results obtained of in-vitro antifungal ac-
tivity, the in-vivo fungicidal activity of Carlina oxide and 
essential oil on the disease development of P. expansum in-
fected apple was tested. In-vivo activity showed that the se-
verity of the disease caused by P. expansum was signifi-
cantly reduced (P ≤ 0.05) by Carlina oxide. Used with the 
lowest concentration (0.01 mg/L air). Carlina oxide showed 
a very interesting protective effect on the apples with a small 
percentage disease index (33%) until the 15th storage day 
against rot caused by P. expansum (Table 5). 

According to Fig. (3a), treatment of P. expansum in-
fected apple with Carlina oxide had a significant protective 
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Fig. (3). Apples treated with carlina oxide (a), Apples treated with essential oil (b) and control positive (Without treatment) (c) on the infec-

tion caused by P. expansum after 15 days of storage at 25±1 °C. 

effect on reducing the severity of the disease up to 15 days of 
storage at 25 °C. The essential oil was no effective against 
rot caused by P. expansum, the percent disease index was 
80% (Fig. 3b). While percentage disease index was 100% for 
untreated fruit used as controls (Fig 3c).  

Carlina oxide showed effective in in-vitro and in-vivo 
antifungal activities. No information on the in-vivo proper-
ties of this molecule is available in the literature. Herrmann 
et al. [21], studied antifungal activity of Carlina oxide iso-
lated to Carlina acaulis against Streptococcus pyogenes, 
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, and Candida 
glabrata. These researchers showed that Carlina oxide has 
high antimicrobial activity, even against multidrug-resistant 
strains and clinical isolates [22]. 

3.4. Fumigation Toxicity 

The results of fumigation toxicity C. caeruleus essential 
oil besides Carlina oxide against adults of B. oleae are sum-
marized in Table 6. The essential oil of C. caeruleus proved 
to be very biocidal toward adults of B. oleae, mortality of 
100% of the population is noted with a dose of 50 μl/L air 
after 24 hours of exposure (Table 6). However, Carlina oxide 
caused mortality over 70%. The fumigation toxicity demon-
strated the relative potential of root essential oil and Carlina 

oxide of C. caeruleus as natural insecticides against B. oleae. 
From a comparative point of view, the essential oil produces 
a better insecticidal activity than Carlina oxide. The insecti-
cidal properties of essential oil may be related to the pres-
ence of high concentrations of Carlina oxide or to a synergis-
tic effect with the other components oil. Many poly- 
acetylenes have been found in species of the Asteraceae fam-
ily and studied for their insecticidal activities [17], while, 
Carlina oxide was received insufficient study for its biologi-
cal activities. 
 

Table 6. Fumigant toxicity of essential oil and carlina oxide 

against B. oleae after 24h of exposure. 

% of Mortality 
Concentrations (µL/L 

air) 
C. caeruleus Carlina Oxide 

20 26.7 ± 1.2 a 16.6 ± 1.2 

30 56.8 ± 5.1 b 46.6 ± 2.1 

50 100 ± 00 c 73.2 ± 4.3 

 

 

 

  

(a) 

 

(b) 

 

 

(c)

 



P
er

so
na

l U
se

 O
nl
y 

N
ot

 F
or

 D
is
tri

bu
tio

n

152    The Natural Products Journal, 2020, Vol. 10, No. 2 Mami et al. 

CONCLUSION 

In conclusion, we aimed as part of our program to evalu-
ate antioxidant, antifungal and insecticidal activities of C. 
caeruleus extracts, in hopes to find new natural products. 
The results showed that plant is a good source of acetylene 
derivatives. Carlina oxide from roots of C. caeruleus pre-
sented high antioxidant and antifungal properties, while es-
sential oil had better insecticidal activity. Furthermore, 
Carlina oxide has demonstrated promising in-vivo antifungal 
activity to control infection of apples by P. expansum. Hy-
drosol extract and essential oil presented low antioxidant and 
antifungal activities compared to Carlina oxide. This de-
crease in activity can be due to the association of non-active 
compounds such as phytoene and hexadecanoic acid. These 
promising activities make it possible to consider the use of 
Carlina oxide as a natural food preservative and fungicidal to 
enhance human health. In any case, further studies need to be 
conducted to evaluate the efficacy of Carlina oxide in indus-
trial scale. 
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 Abstract: Background: The microorganisms such as Penicillium expansum and Botrytis cinerea are well‐

known pathogens in apples during postharvest. So, to protect apples from these pathogens, chemical control 

methods were exercised. 

Introduction: The main objective of this work was to study the chemical composition and the in-vitro and 

in-vivo antifungal properties of essential oil and hydrosol extract of Marrubium vulgare. 

Methods: In this work, the air-dried aerial parts of Marrubium vulgare were hydrodistilled in a Clevenger-

type apparatus. The essential oil and hydrosol extract isolated were analyzed using Gas Chromatography 

(GC) and Mass Spectrometry (GC/MS). The in-vitro antifungal activity of the both extracts was investigated 

against Botrytis cinerea, Penicillium expansum and Alternaria alternata fungi using radial growth technique. 

The effect of the essential oil and hydrosol extract on disease development of apple caused by Penicillium 

expansum in the in-vivo conditions was assessed.  

Results: The essential oil of Marrubium vulgare was characterized principally by E-β-caryophyllene 

(23.5%), E-β-farnesene (21%), α-humulene (14.8%), β-bisabolene (11.1%), caryophyllene oxide (6.8%) and 

phytol (3.1%). While, the methyl-eugenol (65.5%), α-Bisabolol (12.5%), linalool (6.5%) and caryophyllene 

oxide (6.2%) were the major compounds of hydrosol extract. The result of in-vitro antifungal activity of 

hydrosol extract showed an interesting antifungal inhibition against Botrytis cinerea, Penicillium expansum 

and Alternaria alternata with percentage inhibition ranging from 77% to 89% at low concentration of 0.15 

mL/L. The essential oil was found to inhibit the growth of Penicillium expansum in a dose-dependent man-

ner, with a percentage inhibition of 100% at 30 mL/L. Furthermore, essential oil and hydrosol extract have 

demonstrated promising in-vivo antifungal activity to control infection of apples by Penicillium expansum 

up to 25th day of storage, compared with the control. 

Conclusion: The preventive and protective effects of essential oil and hydrosol extract could be exploited as an 

ideal alternative to synthetic fungicides for using the protection of stored apples from fungal phytopathogens.  
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1. INTRODUCTION 

Apple (Malus domestica) is a widely grown fruit in tem-
perate zones with a concentration in the northern hemi-
sphere. Conservation diseases are a major cause of apple 
after they have been stored in cold rooms in particular by 
infection of Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Monilinia 
fructigena and Penicillium expansum [1-3]. 

 

*Address correspondence to this author at the Laboratoire de Chimie Orga-
nique , Substances Naturelles et Analyses (COSNA), Université de Tlem-
cen, BP 119, 13000, Algérie; Tel/Fax: 0021343411189;  
E-mail: amina_tabet18@yahoo.ca 

To effectively control apple diseases, chemical control 
methods have been used. Among these methods, many syn-
thetic fungicides have been used. Even with low exposure, 
chemical pesticides can have serious consequences on our 
health. They come into contact with our body through the 
skin, eyes, inhalation or ingestion. They can cause diseases 
such as cancer and have an impact on the environment, etc. 
[4-12]. On the other hand, fungi have developed a resistance 
against the fungicides, due to extensive and indiscriminate 
use of these various chemical groups, that are the basic tools 
for the management of microbial infections [13]. 

The antifungal activity of essential oils and their isolated 
components was well documented [14]. Recently, the use of 
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plant essential oils has been suggested as an alternative to 
synthetic fungicides in the management of fruit rot fungi 
during postharvest handling [15]. Many studies have been 
conducted to demonstrate the potential of volatile com-
pounds and in the control of rot of stored fruits. For instance, 
the activity of eugenol in apples was evaluated against B. 
cinerea, M. fructigena, P. expansum and P. vagabunda [16]. 
While carvacrol has shown high inhibition of mycelial 
growth of Neofabraea alba on apples [17]. Another study 
suggests that essential oil from Asteriscus graveolens has 
fungicidal properties against postharvest phytopathogenic 
fungi in apples [18]. 

M. vulgare belongs to the family Lamiaceae represented 
to about thirty different species, distributed in various re-
gions, France, Pakistan, Brazil, Tunisia, Algeria and Moroc-
co. In traditional medicine, this species is used for the treat-
ment of acute and chronic bronchitis, pulmonary catarrh, 
respiratory infections, tuberculosis and asthma [19, 20]. The 
chemical composition of the essential oils of M. vulgare has 
been widely studied; according to geographical and botanical 
origins of samples [21-27]. However, no study reported the 
chemical composition and biological activities of hydrosol 
extract from this species.  

To our knowledge, no studies have been conducted to use 
M. vulgare essential oil and hydrosol extract against apple 
fungi. Therefore, the objective of this study was to study the 
chemical composition M. vulgare native to western Algeria 
and the in-vitro and in-vivo antifungal activities of essential 
oil and hydrosol extract. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Plant Material  

Aerial parts of M. vulgare were collected from Beni-
Snous region, west of Algeria [34°38′35″N; 1°33'41″O] dur-
ing March 2018. The aerial parts of M. vulgare were identi-
fied and confirmed by the Laboratory of Ecology and Eco-
system Management of the University of Tlemcen (Algeria). 
Voucher specimen (AD. MV.05.14.01) was deposited in the 
herbarium of the University of Tlemcen.  

2.2. Essential Oil and Hydrosol Extract Isolation 

The essential oil of dry aerial parts of M. vulgare was ob-
tained by hydrodistillation using a clevenger type apparatus 
during 5h. A pale-yellow essential oil with a yield of 0.3% 
was obtained. The hydrosol extract was obtained by recover-
ing the first liter of hydro-distillate during distillation. 500 
ml of this hydro-distillate was washed with 200 ml of diethyl 
ether, then the organic layer was separated, evaporated and 
dried over Na2SO4, giving yellow oil with a yield of 0.2%. 
The remaining 500 mL of hydrosol remaining were used to 
study in-vivo activity. 

2.3. Analysis Conditions 

Gas Chromatography (GC) is a device of the Hewlett 
Packard 6890 type, equipped with an HP5 capillary column 
(5% phenyl and 95% methylpolysiloxane) of 30 m length 
and 0.25 mm internal diameter and the film thickness of the 
stationary phase which is 0.25 μm. The analytical conditions 
were as follows: The carrier gas which constitutes the mobile 

phase was Helium set at a flow rate of 0.8 min-1. The pro-
gramming of the temperature was as follows: the tempera-
ture of the injector was 240°C, temperature detectors of 
300°C; temperature program from 60 to 240 at 3°C min-1 and 
the injection was done in split mode (1:20). 0.4 μL of pure 
essential oil and 1 μL of hydrosol extract. To determine Re-
tention Indices (RI), a series of n-alkanes (C5–C28) mixture 
was analyzed under the same operative conditions on HP-5 
columns and the sample indices were calculated.  

The GC coupled to a Hewlett Packard 5973A type mass 
Spectrometer (SM), equipped with an apolar capillary col-
umn HP5MS, 30 m × 0.25 mm, phase thickness: 0.25 μm 
with electronic impact (ionization current, 70 eV) scan detec-
tor was used. The carrier gas was helium with a flow rate of 
0.7 mL min–1; source pressure of 10.7 mbar, interface tem-
perature of 240°C; injection, 250°C; programming of the 
oven: 3°C.min–1 from 60 to 240°C, with 8 min isothermal at 
60°C and 15 min isothermal at 240°C; 0.1 μL of essential oil 
and 1 μL of hydrosol extract was injected in split mode 1:20.  

The identification of the components was based on: (i) 
the comparison of their retention indices (RI GC) on apolar 
columns, determined with respect to the retention time of a 
series of n-alkanes with a linear interpolation, with the com-
posites authentic or literature data [28] and (ii) on the com-
puter corresponding to commercial mass spectral libraries 
[29].  

2.4. Antifungal Activities 

2.4.1. Pathogenic Fungal Strains 

Three fungal species have been isolated from rotten ap-
ples, Alternaria alternata, Botrytis cinerea and Penicillium 
expansum. The fungal species were placed in 9 cm Petri 
dishes sterilized with a quantity of lactic acid (20%) in order 
to stop the growth of fungi. The fungal species were identi-
fied using fungal systematics based on their macroscopic 
cultural characteristics and morphology observed under a 
microscope [30, 31]. The spores were obtained from the sur-
face of the agar and suspended in 5 mL of sterile distilled 
water containing 0.1% v/v Tween 80. Spore suspensions 
were filtered through four layers of sterile cheesecloth to 
remove mycelial fragments. In parallel, an inoculum was 
prepared and quantified at 1x106 spores / mL using a hema-
cytometer (Bio-Rad's TC20), Cellometer Vision, as previ-
ously reported [32]. 

2.4.2. In-vitro Antifungal Assay 

In order to test the in-vitro antifungal activity of the es-
sential oil and hydrosol extract, we used the method of direct 
contact or radial growth a previously published [33-35]. A 
quantity of the extract was solubilized in 2 ml of DMSO, 
volumes of 10 and 30 mL/L were added to 10 ml of PDA at 
45°C in a test tube, after stirring the contents of the tubes 
was poured into a petri dish of 9 cm in diameter. The inocu-
lation was done by depositing in the center of the box of a 
disk of the mycelium of about 0.5 cm of diameter of a young 
culture of 5 to 7 days. A petri dish containing 10 ml of PDA 
without extracts was inoculated to serve as a control. After 
incubation at 27°C for 2 to 7 days taking into account the 
growth of the control, the percentage of mycelial growth 
inhibition was calculated from the formula [35, 36]: 
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I%= (DC - DT/DC) x 100 

where DC is the diameter of the mycelial growth of the 
negative control, DT is the average diameters of fungal colo-
ny of treatment. 

2.4.3. In-vivo Antifungal Assay 

For this test, three similar apples in size, maturity, ap-
pearance and no physical defects were selected. Apples were 
surface-sterilized using a 70% ethanol solution for 2 min and 
rinsed with distilled water (10 min each) and air-dried. A 
sterile toothpick was inserted to a depth of approximately 0.3 
cm, and the wounded sites were inoculated with a droplet of 
the P. expansum conidial suspension at a concentration of 
106 spores/mL [35]. For protective effect, we introduced a 
polystyrene box (1 L), a filter paper disc 4 cm in diameter 
impregnated with a volume of 0.02 mL of essential oil, de-
posited on a petri dish. 

In order to not to distort the taste and odor of the fruits, 
only a single concentration of hydrosol extract (0.15 mL/L) 
was tested. The apples were immersed directly in the hydro-
sol for 5 min and placed in a polystyrene container. All well-
closed container was then stored at 24 ± 1°C for 25 days 
under a pressure of 692 mmHg and humidity of 60%. 

Concerning preventive activity, the same treatment pre-
viously described with (0.02 mL/L air) essential oil and 
(0.15 mL/L) hydrosol extract, but without inoculation. The 
untreated controls were prepared under the same conditions 
with filter paper disk impregnated with distilled water. All 
experiments were repeated three times to determine the aver-
ages of the experimental results. The percentage disease in-
dex of infection on the apple fruits was determined using the 
formula: 

DI (%) = TNI ⁄ N × 100 

where = TNI: Total number of infected apple fruits and N = 
total number of apple fruits Assessed [35, 36]. 

2.5. Taste Panel 

The sensory analysis was carried according to the method 
described previously [35] and based on evaluation of taste 
and odor of apples exposed to the essential oil (0,01 ml / L of 
air) and washed with of hydrosol (0.15 mL / L). 

The jury members were chosen from the students and 
staff of our laboratory. A scale of 5 to 1 has been established, 
where 1 = do not like much, 2 = do not like, 3 = do not like 
and do not like, 4 = like; 5 = strongly similar. A general taste 
score was calculated as the average of all grades given by 
twenty panellists. 

2.6. Statistical Analysis 

All assays were replicated thrice for each treatment with 
three different sample preparations. Experimental data were 
analyzed by using SAS v. 9.1.3 program. All values were 
expressed as means ± standard deviations (n=3), and means 
were compared by Duncan's multiple range test at 5% level 
of confidence, following one-way ANOVA. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Chemical Composition of Essential and Hydrosol 

Extract 

The chemical composition of essential oil and hydrosol 
extract was represented in Table 1. The chemical compo-
nents of essential oil and hydrosol extract isolated from the 
aerial parts of M. vulgare were analyzed by GC and GC-MS. 
32 compounds which accounted for 92.2% of the total oil 
were identified. The main components were E-β-
caryophyllene (23.5%), E-β-farnesene (21%), α-humulene 
(14.8%), followed by β-bisabolene (11.1%), caryophyllene 
oxide (6.8%) and phytol (3.1%) (Table 1).  

The chemical compositions of M. vulgare essential oil 
from various origins have been the subject of many studies. 
The literature reveals the occurrence of several chemotypes. 
From Lithuania, (Z)-β-farnesene, β-caryophyllene, (E)-2-
hexenal, α-humulene and germacrene D were the main com-
ponents of M. vulgare essential oil [37]. From Czech Repub-
lic, the main constituents of M. vulgare essential oil were β-
caryophyllene and germacrene D [24]. From the different 
regions of Iran, the main components were β-bisabolene, β-
caryophyllene, germacrene D and E-β-farnesene [22]. From 
Egypt, the main constituents of M. vulgare essential oil were 
tricyclene, β-pinene, bisabolol, β-elemone and isomenthon-
8-thiol [38]. From the different regions of Tunisia, the main 
compounds of M. vulgare were eudesmol, β-citronellol, cit-
ronellyl formate and germacrene D [39]. From the different 
regions of Algeria, the main constituents of M. vulgare were 
4,8,12,16-tetramethyl heptadecan-4-olid, germacrene D-4-ol, 
α-pinéne, phytol, dehydro-sabina ketone, piperitone, δ-
cadinene, 1-octen-3-ol, Benzaldehyde, eugenol and β-
bisabolene [40,41]. However, M. vulgare essential oil from 
west Algerian was distinguished by the occurrence of E-β-
caryophyllene, E-β-farnesene, α-humulene and β-bisabolene.  

Conversely, the analysis of hydrosol extract obtained by 
liquid–liquid extraction showed a total of eleven components 
accounting to 95.2% of the total extract composition (Table 
1). The main characteristic of the hydrosol extracts was the 
presence of oxygenated monoterpenes (72%) such as methyl 
eugenol (65.5%), α-bisabolol (12.5%), linalool (6.5%) and 
caryophyllene oxide (6.2%) (Table 1). 

On the other hand, we can observe quantitative and quali-
tative differences between essential oil and hydrosol extract 
differed concerning the classes of compounds and their main 
components. The GC-MS analyses of hydrosol extract 
showed only oxygenated compounds; no hydrocarbons were 
noted. Hydrosol extract revealed the occurrence of 11 com-
pounds. Methyl eugenol was present in a large proportion in 
the hydrosol extract, while, it was in low proportion in essen-
tial oil. In addition, hexanal, (E)-2-hexenal, octen-3-one and 
1-octen-3-ol were found in the hydrosol extract, while, it was 
absent in the composition of the essential oil. 

3.2. In-vitro Test of the Essential Oil and Hydrosol Ex-

tract Against Plant Fungi 

The effect of essential oil and hydrosol extract was eval-
uated against three fungal phytopathogens (Table 2). Our 
results indicated that the activity of essential oil varied with 
its concentration. Essential oil significantly inhibited fungal  
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Table 1. Chemical composition of essential oil and hydrosol extracts of M. vulgare. 

S. No. Components RI EO HY Identification 

1 Hexanal 762 - 0.1 ± 0.01 RI,SM 

2 (E)-2-Hexenal 820 - 0.5 ± 0.2 RI,SM 

3 Octen-3-one 936 - 1.2 ± 0.3 RI,SM 

4 1-Octen-3-ol 959 - 1.5 ± 0.1 RI,SM 

5 Myrcene 981 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

6 β-Ocimene 1027 0.2 ± 0.01 - RI,SM 

7 Nonanal 1102 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

8 Linalool 1104 0.2 ± 0.01 6.5 ± 1.2 RI,SM 

9 α-Thujone 1104 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

10 Decanal 1195 0.2 ± 0.01  - RI,SM 

11 Theaspirane A 1293 2.0 ± 0.2 - RI,SM 

12 Undecanal 1308 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

13 (Z)-β-Damascenone 1352 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

14 α-Copaene 1379 1.8 ± 0.3 - RI,SM 

15 Bourbonene 1385 0.5 ± 0.1 - RI,SM 

16 Methyl eugenol 1395 tr 65.5 ± 1.6 RI,SM 

17 Tetradecane 1400 0.6 ± 0.01 - RI,SM 

18 E-β-Caryophyllene 1413 23.5 ± 0.4 - RI,SM 

19 β-Copaene 1433 0.3 ± 0.02 - RI,SM 

20 Trans-α-Bergamotene 1439 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

21 E-β-Farnesene 1459 21.0 ± 0.6 - RI,SM 

22 α-Humulene 1477 14.8 ± 0.8 - RI,SM 

23 Germacrene-D 1480 1.4 ± 0.3 - RI,SM 

24 α-Curcumene 1483 1.1 ± 0.2 - RI,SM 

25 Trans-β-ionone  1490 0.1 ± 0.02 - RI,SM 

26 Bicyclogermacrene 1505 0.2 ± 0.01 - RI,SM 

27 β-Bisabolene 1500 11.1 ± 0.2 - RI,SM 

28 Caryophyllene oxide 1613 6.8 ± 0.5 6.2 ± 0.9 RI,SM 

29 τ-Muurolol 1640 0.4 ± 0.2 0.1 ± 0.01 RI,SM 

30 α-Cadinol 1663 0.7 ± 0.2 0.6 ± 0.1 RI,SM 

31 α-Bisabolol 1682 0.3 ± 0.1 12.5 ± 1.3 RI,SM 

32 Heptadecane 1700 0.4 ± 0.1 - RI,SM 

33 Nonadecane 1900 0.1 ± 0.01 - RI,SM 

34 Eicosane 2100 0.4 ± 0.06 - RI,SM 

35 Phytol 2098 3.1 ± 0.3 0.5 ± 0.1 RI,SM 

36 Tricosane 2300 0.4 ± 0.2  - RI,SM 

% Identification 92.2 95.2 - 

Monoterpene hydrocarbons 2.3 - - 

Oxygenated monoterpenes 0.4 72.0 - 

Sesquiterpene hydrocarbons 75.9 - - 

Oxygenated sesquiterpenes 8.2 19.4 - 

Oxygenated diterpenes 3.1 0.5 - 

Non-terpenic compounds 2.3 3.3 - 

RI: Retention indices; (EO): Essential oil; (HY) Hydrosol extract. - 
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Table 2. Antifungal activity of Essential Oil (EO) and hydrosol extract (HY) against phytopathogenic strains. 

Tested 

Microorganisms 

Percentage of Inhibition 

Essential Oil Hydrosol Extract 

(mL/L) 10 20 30 0.15 

B. cinerea 58.1 ± 2.5a 89.8 ± 1.7a 97.7 ± 1.3 a 85.6 ±1.5 a 

A. alternata 47.9 ± 2.4 b 87.6 ± 1.4a 96.4 ± 3.2 a 77.3± 2.5 b 

P. expansum 93.3 ± 3.5 c 95.5 ± 2.3 b 100 ± 00 a 89.8 ± 2.6 a 

a-c Values are mean (n = 3) ± standard deviations. Values followed by the same letter in each column are not significantly different in analysis of variance and Duncan's multiple range 

test (p < 0.05). 

Table 3. Effect of essential oil of M. vulgare on the protective of apple fruits against the infection caused by P. expansum. 

Days 
a
 

PDI 
d
 (%) 

- - 
Essential Oil 

(0.02 ml/L) 

Hydrosol Extract 

(0.15 ml/L) 

Negative 

Control 
b
 

Positive 

Control 
c
 

Protective Effect 
Preventive 

Effect 
Protective Effect Preventive Effect 

1th 0.0 ± 0.0 e 0.0 ± 0.0 e 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 

7th 60 ± 5.6 f 80 ± 8.3 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 

10th 80 ± 6.5 g 100± 0.0 g 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 0.0 ± 0.0 f 

25th 100 ± 0.0 h 100 ± 0.0 g 15 ± 1.6 g 0.0 ± 0.0 f 20 ± 4.5 g 15 ± 2.6 g 

a Days of storage. b Negative control: apple fruits were only sprayed with sterile distilled water. c Positive Control: apple fruits were inoculated with P. expansum. d Percentage disease 

index (PDI).  
e-g Values are mean (n = 3) ± standard deviations. Values followed by the same letter in each column are not significantly different in analysis of variance and Duncan's multiple range 

test (p < 0.05). 

growth and exhibited a remarkable inhibitory activity on the 
three pathogenic agents tested with the inhibition percentage 
of more of 96% at the concentration of 30 mL/L. On the oth-
er hand, at low concentration of 0.15 mL/L, hydrosol extract 
exhibited a best in-vitro antifungal activity compared to oil 
with a percentage of inhibitions of 89.8%, 85.6% and 77.3% 
for P. expansum, B. cinerea and A. alternata, respectively 
(Table 2).  

The results showed that essential oil and hydrosol extract 
from aerial parts of M. vulgare have very interesting in-vitro 
antifungal effects against the three pathogens. The antifungal 
properties of essential oil may be related to the presence of 
high concentrations of sesquiterpene hydrocarbon com-
pounds (76.1%), such as E-β-farnesene, E-β-caryophyllene, 
α-humulene and β-bisabolene or to a synergistic effect with 
some active components. The β -caryophyllene is a com-
pound found in spice blends, citrus flavors, soaps, deter-
gents, creams and lotions, and also in a variety of food and 
beverage products [42, 43], is known for these biological 
activities such as antimicrobial [44, 45], local anesthetic 
[46], anti-carcinogenic [47, 48] and anti-inflammatory [49, 
50]. In addition, Dahham et al. [51] reported that β -
caryophyllene have a significantly inhibits the growth S. 
aureus strain. Other minor sesquiterpenes identified in our 
oil such as cadinene [52], caryophyllene oxide [53], spathu-
lenol [54], α-bisabolol [55] and germacrene-D [56], are often 
quoted for their highest anti-inflammatory and antifungal 
activities.  

3.3. In-vivo Protection Effect of Essential Oil and Hydro-
sol Extract Against Olive Infection Caused by P. Expan-

sum 

According to the results of in-vitro tests, essential oil and 
hydrosol extract from aerial parts of M. vulgare were chosen 
to determine preventive and protective effects in apple fruits 
against infection caused by P. expansum. The results were 
presented in Table 3. Unlike in-vitro activity, the in-vivo 
activity showed that disease severity caused by P. expansum 
was significantly (P ≤ 0.05) reduced by essential oil (Table 

3). Essential oil used with the concentration of 0.02 mL/L 
air, showed a very interesting preventive (100%) and protec-
tive (80%) effect on apple up to twenty-fifth days against the 
gray mold caused by P. expansum, compared with control, 
which were completely damaged from the tenth days (Table 
3). Hydrosol extract with a concentration of 0.15 mL/L 
showed preventive and protective effects of 100% up to 20 
days and, 80% and 70% up to the 25th day, respectively (Ta-
ble 3). 

In the present investigation, the results demonstrated that 
both extracts of M. vulgare demonstrated a good effect 
against P. expansum, responsible to decay of apple fruits and 
to improve the efficacy of control of postharvest pathogens 
(Fig 1). This protective effect of essential oil and hydrosol 
extract was probably due to active components in extracts. 
According to these observations, we speculate that high anti-
fungal activity of M. vulgare oil could be related to their 
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sesquiterpenes components and/or could be related to syner-
gism of their minor and major components. On the other 
hand, the antifungal potential of the hydrosol extract of M. 
vulgare may be probably attributed to the presence of methyl 
eugenol, which has been reported to possess antifungal activ-
ity [57-59], as well as a synergy between this compound and 
other one (α-bisabolol, linalool and caryophyllene oxide) that 
were already known to have antifungal effects [60, 61]. 

3.4. Evaluation Sensorial of Apple Fruit Stored 

The results indicate that the majority of panelists did not 
report a significant sensorial difference between apple fruit 
samples treated with hydrosol and essential oil. Table 4 

shows the acceptability scores of apple fruit that had a value 
of 4.0 for apple fruit treated by hydrosol extract and 4.5 for 
control (without hydrosol extract). While the one treated 
with essential oil was deemed acceptable, with a slight dif-
ference of taste (3.9). 

CONCLUSION 

The chemical composition of the essential oil indicated 
that this plant was a good source of sesquiterpene compo-
nents, such as E-β-caryophyllene, E-β-farnesene, α-
humulene, β-bisabolene and caryophyllene oxide. While, 
hydrosol extract was rich to methyl eugenol component. The 
results showed that essential oil and hydrosol extract pre-

Fig. (1). Protective effect of M. vulgare essential oil (EO) and hydrosol extract (HY) after twenty fifth days of storage at 24±1°C. 

Table 4. Effect of essential oil and hydrosol extract on acceptability sensory scores of apple fruit stored at 24±1°C. 

Treatment Acceptability Control 

Hydrosol (0.15 mg/mL) 4.0 
4.5 

Essential oil (0.02 mL/mL) 3.9 

Notes: The results are expressed as the average of all grades. a 1 = strongly dislike. 2 = dislike. 3 = neither like nor dislike. 4 = like. 5 = strongly like. 
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sented a promising antifungal activity against A. alternata, 
B. cinerea and P. expansum. The results also demonstrated 
that both extracts of M. vulgare demonstrated a good effect 
against P. expansum, responsible for the decay of apple 
fruits and to improve its quality during postharvest. These 
activities can be related to the presence of sesquiterpenes and 
phenolic components for oil and hydrosol extract, respective-
ly. Further research is needed to identify the activities of its 
sesquiterpene and monoterpene components. In addition, the 
large-scale investigations are required to evaluate its cost and 
efficacy in the food system in order to develop new formula-
tions for use as fungicides. 
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Abstract: Background: The essential oils of aromatic plants are increasingly used as new bio-

control alternative agents against microbial strains and insect pests of fruits and vegetables, because 

of their specificity of biodegradable nature. 

Objectives: This work, treats for the first time the chemical composition, antioxidant, antifungal and 

insecticidal activities of the essential oils obtained from Echinops spinosus and Carlina vulgaris 

from Algeria.  

Methods: The chemical compositions of oils were investigated using GC-FID and GC/MS. Antioxi-

dant activity was assessed using three methods (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Ferric-Reducing An-

tioxidant Power (FRAP) and β-carotene assay). Fumigation toxicity of E. spinosus and C. vulgaris 

essential oils was tested against Bactrocera oleae pests of olives. 

Results: Eighteen and thirteen components representing 95.4 and 97.9% were identified in root es-

sential oils from Echinops spinosus and Carlina vulgaris, respectively. Polyacetylenes were the ma-

jority compounds of essential oils. 5�(But-1-yn-3-enyl)�2,2′�bithiophene and α-terthienyle were high-

ly dominants in the E. spinosus essential oil from the roots (54.4 and 26.3%, respectively). Roots of 

C. vulgaris produce an essential oil dominated by carlina oxide (33.7%) and 13-methoxy carlina ox-

ide (11.5%). Comparison of the antioxidant activity of E. spinosus essential oil showed more im-

portant antioxidant effect than C. vulgaris essential oil and the synthetic antioxidant (BHT). Evalua-

tion of the antifungal activity showed an interesting efficiency of both essential oils against  

P. expansum and A. niger with EC50s varied from 5 to 14.5 mg/L. C. arvensis essential oil exhibited 

good larvicidal properties. At the concentration of 325 µL/L air, the oil caused mortality of 100% for 

Bactrocera Oleae adults after 24 h of exposure.  

Conclusion: Both essential oils rich to polyacetylenes and polythiophenes.components have shown 

interesting biological activities, which suggests that plants have the potential to be used as bio-

pesticides and provide an alternative to chemical pesticides. 
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1. INTRODUCTION 

Plant extracts are increasingly sought after their antioxi-

dant properties and to fight against microbial strains and 

harmful insects of fruits and vegetables, because of their 

specificity of biodegradable nature. It has been proved that 

caffeoylquinic acid and flavonoids present in the Cynara  
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cardunculus extracts contain antioxidant activity, against 

free radicals and are effective in the prevention of severe 
coronary artery diseases, atherosclerosis, exerting also anti-

cancer activity [1]. The 3,4-DHPEA-EDA isolated from ol-

ives was shown to have anti-inflammatory pharmacological 
effects. Functional data have shown that 3,4-DHPEA-EDA 

diminished monocyte adhesion to HUVECs [2], while, the 

biomimetic synthesis of 3,4-DHPEA-EDA [2-(3,4-hydroxy- 
phenyl) ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl) hex-4-enoate], 

starting from natural demethyloleuropein present in olive 

tissues has a greater scavenging capacity against peroxyl 
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radicals than have oleuropein [3]. The beneficial pharmaco-

logical effects of oleuropein, the major bioactive compounds 

in Olea europaea were antioxidant, cardio protective, anti-
cancer, antimicrobial and neuroprotective [4]. On the other 

hand, Ballota nigra essential oil and hydrosol extract signifi-

cantly reduce decay in artificially inoculated tomato by Al-
ternaria alternata [5]. Asteraceae family is the largest of the 

plant kingdom. It includes many species used in ethnomedi-

cine that are found in arid and semi-arid regions of subtropi-
cal and low-temperate latitudes [6]. The Algerian soil has 

about 109 genus and more than 408 species [7]. E. spinosus 

genus belongs to the family of Asteraceae, it is a taxonomi-
cally complex group, it comprises about 100 species distrib-

uted around the world [8]. In Algeria, this genus is repre-

sented by two species: E. strigosus L. and E. spinosus [7]. 
The roots of several Echinops species have been widely used 

in folk medicine for the treatment of many diseases like 

migraine, diarrhea, heart pain, infections, intestinal worm 
infestation, hemorrhoids and reduce asthma attack [9, 10]. 

Previous phytochemical studies on the root of Echinops spe-

cies have shown the presence of thiophenes and sesquiterpe-
noids such as echinopines A and B [11]. The genus Carlina 

L. (Asteraceae) consists of about twenty species that are dis-

tributed throughout Europe and Asia. Species of the genus 
Carlina L. are commonly used for medicinal and nutritional 

purposes [12]. The roots of Carlina radix and Carlina acau-

lis L. have been used as a diuretic, diaphoretic and stomach-
ic, and also against catarrh [13]. Although these species are 

commonly used in traditional medicine, to our knowledge, 

there are no studies on the chemical composition and biolog-
ical activities of E. spinosus and C. vulgaris essential oils. 

Reports on the phytochemistry of Carlina genus are rare and 

they mainly describe the identification of pentacyclic triter-
penes [14]. In order to identify possible natural sources from 

both of these plants and as part to our program to search for 

bioactive constituents from plants, this study was focused on 
the determination of the chemical composition of the essen-

tial oil of E. spinosus and C. vulgaris harvested in the 

northwest of Algeria using GC-FID and GC/MS analyses. 
Moreover, the antioxidant, antifungal and larvicidal activities 

of essential oils were investigated. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Plant Material 

The roots of C. vulgaris and E. spinosus were harvested 

from Sidi Djilali and Amieur regions of Tlemcen (Algeria), 

in May 2017, respectively. The plants collected were identi-

fied by the Laboratory of Ecology and Ecosystem Manage-

ment of the University of Tlemcen (Algeria). Voucher speci- 

mens were deposited with the Herbarium of the University of 

Tlemcen. A portion of each organ was stored at 4°C for 

eventual further studies. The essential oils were obtained by 

steam distillation for 5 h using Clevenger-type apparatus. 

The yields of the oils were, respectively, 0.8% and 0.11%. 

2.2. Gas Chromatography 

Analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 

600 GC apparatus equipped with a dual flame ionization 

detection system and 2 fused-silica capillary columns (60 m 

x 0.22 mm I.D., film thickness 0.25 μm), Rtx-1 (polydime-

thylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethyleneglycol). The oven 

temperature was programmed from 60°C to 230°C at 

2°C/min and then held isothermally at 230°C for 35 min. 

Injector and detector temperatures were maintained at 

280°C. Essential oils were injected in the split mode (1/50), 

using hydrogen as the carrier gas (0.7 mL min
-1

); the injec-

tion volume was 0.2 μL. Retention indices (RI) of the com-

pounds were determined from Perkin-Elmer software. 

2.3. Gas Chromatography-mass Spectrometry 

The oils and the fractions obtained by CC were investi-

gated using a Perkin Elmer TurboMass quadrupole analyzer, 

directly coupled with a Perkin Elmer Autosystem XL 

equipped with two fused-silica capillary columns (60 

m×0.22 mm, film thickness 0.25 μm), Rtx-1 (polydime-

thylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene glycol). Other GC 

conditions were the same as described above. The ion source 

temperature was 150°C and energy ionization 70 eV; elec-

tron ionization mass spectra were acquired with a mass range 

of 35-350 Da and scan mass of 1 s. Oil injected volume was 

0.1 μL and fraction injected volume of 0.2 μL. 

2.4. Component Identification and Quantification 

Identification of the components was made (i) through 

the comparison of their GC retention indices (RI) on nonpo-

lar and polar columns, determined relative to the retention 

time of a series of n-alkanes with linear interpolation, with 

those of authentic compounds or literature data [15-18] and 

(ii) also through computer matching with commercial mass 

spectral libraries [15-20] and comparison of spectra with 

those of in-house laboratory library. Component quantifica-

tion was carried out using peak normalization % abundances 

calculated by integrating FID response factors relative to 

tridecane (0.7 g/100 g), used as an internal standard [21]. 

2.5. Pathogenic Fungal Strains 

Penicillium expansum, Aspergillus niger and Fusarium 

solani were obtained from olives by harvesting from dis-

eased fruits and maintained in potato dextrose agar (PDA, 

Sigma-Aldrich, USA) in a growth chamber at 23°C for 14 

days in the dark. Each isolate was purified by a single spore 

isolation technique and identified based on cultural and mor-

phological characteristics. 

2.6. In Vitro Antifungal Assay 

Antifungal activity of the essential oils was tested against 

the aforementioned strains. The method used was based on a 

method published by Belabbes et al. [22]. Aliquots of ex-

tracts dissolved separately in 0.5 ml of 10% (v/v) DMSO 

were pipetted aseptically to 9 cm glass Petri dishes contain-

ing 9.5 ml of molten PDA to procure the requisite concentra-

tions of essential oils (5, 10 and 20 mL/L). Control plates 

(without essential oils) were inoculated following the same 

procedure. A 9 mm fungal disc of mycelial material, cut 

from the periphery of a 5-dayold culture with a sterile cork-

borer, was inoculated aseptically to the center of the pre-
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pared treatment and control Petri dishes. The plates were 

sealed with polyethylene film and incubated at a temperature 

of 27°C. The efficacy of the treatment was evaluated each 

day for 7 days by measuring the average of 2 perpendicular 

diameters of the colony. All tests were performed in tripli-

cate. Percentage inhibition of the radial growth of the tested 

fungi by the oils compared with the control was calculated at 

day 7, using the following formula [23, 24]: 

(I%) = [DC-DT)/DC] x 100 

where DC and DT are average diameters of the fungal colo-

ny of control and treatment, respectively. 

2.7. Fumigation Toxicity of Essential Oils Against Bac-
trocera oleae 

To determine the fumigant toxicity of essential oils, ap-

propriate concentrations, were applied separately on the filter 

papers (Whatman No. 1, 2 cm diameter) to achieve the con-

centrations ranged from 100 to 325 µL/L a i r  without using 

any solvent, and the filter papers were attached to the under-

surface of lids of plastic jars with 50-ml volumes. The con-

trol sets received no oil. The lids were screwed tightly on the 

jars containing 15 insects each, all of the same age. These 

were kept at a temperature of 25-26°C and 80-85% relative 

humidity [25]. Mortality was checked after 24 h from the 

commencement of exposure. The mortality of insect was 

expressed in % and calculated by using the Abbott correction 

formula [26]: 

Corrected mortality = (Observed mortality in treatment - 

Observed mortality in control/100-Control mortality) × 100 

Percentage mortality = (Number of dead larvae/ Number of 

larvae introduced) × 100 

3. RESULTS AND DISCUSSION  

3.1. Composition of the Essential Oils 

The roots of E. spinosus and C. vulgaris were abstracted 

by hydrodistillation and the essential oils were obtained in 

the yields of 0.11 and 0.8% (w/w), respectively. The total 

number of chemical components identified in E. spinosus 

essential oil was eighteen, accounting for 95.4% of the total 

oil composition (Table 1). Analysis of E. spinosus essential 

oil identified 18 compounds representing 95.4% of the chem-

ical composition of the mixture. Among them, eleven ses-

quiterpenes (13.4%), four monoterpenes (1.3%), two poly-

thiophenes and one non-terpenic compound were identified. 

The essential oil was dominated principally by polythio-

phene compounds (80.7%) in which 5�(But-1-yn-3-enyl)�

2,2′�bithiophene (54.4%) and α-terthienyl (26.3%) were the 

main components. Sesquiterpenes were represented by  

(E)-β-caryophyllene (6.2%), caryophyllene oxide (4.9%) and 

(Z, Z)-farnesol (1.1%) (Table 1). Many investigations deal 

with the chemical composition of essential oils of the 

Echinops species. E. bannaticus and E. sphaerocephalus 

were dominated principally by polythiphene compounds 

such 5-(3-buten-1-ynyl)-2,2'-bithienyl (47.3% and 48.9%, 

respectively) and �-terthienyl (15.5% and 13.7%, respective-

ly) [27]. The essential oil of E. giganteus var. was dominated 

by silphiperfol-6-ene (26.9%), presilphiperfol-7(8)-ene 

(9.4%) and presilphiperfolan-8-ol (6.7%) [20], while the 

major constituents found in essential oil of E. kebericho were 

eudesm-7(11)-en-4-ol (14.3%), caryophyllene oxide (9.7%), 

�-cadinol (8.3%), and (E)-nerolidol (7.2%) [28]. 

The acetylenic fraction (45.2%) constituted the majority 

of the composition of C. vulgaris essential oil followed by 

hydrocarbon diterpenes (16.5%) and hydrocarbon monoter-

penes (13.9%). The essential oil of C. vulgaris was domina- 

ted mainly by carlina oxide (23.7%), hexadecanoic acid 

(15.0%), neophytadiene (13.4%) and 13-methoxy carlina 

oxide (11.5%). Other less important compounds were limo-

nene (9.5%), myrcene (3.9%), viridiflorol (3.6%), phytone 

(3.1%) and (E)- β-caryophyllene (2.1%) (Table 1). Two pre-

vious studies on the chemical composition of the essential oil 

of the species C. acanthifolia and C. acaulis confirm the 

predominance of carlina oxide (91.5 and 97.2%, respective-

ly) [13, 29]. 

3.2. Evaluation of the Antioxidant Activities of Essential 
Oils 

The antioxidant properties were evaluated using three 

different methods i) Radical scavenging activity, ii) the Re-

ducing power, and iii) the β-carotene bleaching method, us-

ing BHT as a positive control. Free radical scavenging ca-

pacity of the essential oils, measured by 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) assay is shown in Table 2. We no-

ticed that E. spinosus and C. vulgaris essential oils have a 

very strong antioxidant power. Indeed, the values of their 

IC50 (14.6 and 15 mg / L, respectively) were lower than that 

of synthetic BHT (IC50 = 17.3 mg/L). The antioxidant activi-

ty of the essential oils evaluated using the FRAP method 

showed that the reducing power of essential oils was found 

to be proportional to the concentration at which each essen-

tial oil was tested. Fig. (1) showed that the highest activity 

was exhibited by E. spinosus essential oil with absorbances 

comparable to that of the synthetic antioxidant (BHT), while 

the lowest activity was measured from C. vulgaris oil.  

The β-carotene/linoleic acid decolorization technique 

makes it possible to evaluate the antioxidant activity of es-

sential oils by inhibiting the lipid peroxidation by following 

the absorbance over time. Table 2 shows the percentage in-

hibition of both essential oils as a function of the concentra-

tions tested. The absorbances of the reaction media in the 

absence of the extracts diminish rapidly over time, while the 

addition of essential oils or BHT slows down this decline 

[30]. It appears that E. spinosus essential oil has the highest 

activity with an IC50 value of 0.3 mg/L, about 15 times more 

active than the synthetic antioxidant (IC50 = 4.6 mg/L). In 

contrast, C. vulgaris essential oil was the least effective, with 

an IC50 of 10.6 mg/L (Table 2). E. spinosus essential oil 

showed strong antioxidant activity with an IC50 that was sig-

nificantly lower than that of the BHT control, while, C. vul-

garis had moderate antioxidant activity. These antioxidant 

properties are probably related to their chemical profile, in 

particular to the relatively high percentage of acetylenic 

compounds and oxygenated sesquiterpenes. The antioxidant 

activity of E. spinosus essential oil is likely related to the 
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Table 1. Chemical composition of essential oils.  

No.
a
 Compounds Lit/RI 

b
 RIa 

c
 RIp 

d
 E. Spinosus C. vulgaris Identification 

e
 

1 α-Thujene 932 925 1014 0.1 - RI, MS 

2 Myrcene 980 979 1159 0.5 3.9 RI, MS 

3 Decane 1000 1000 1000 - 0.7 RI, MS 

5 p-Cymene 1011 1013 1270 - 0.5 RI, MS 

6 Limonene 1020 1023 1196 - 9.5 RI, MS 

7 γ-Terpinene 1047 1049 1248 0.6 - RI, MS 

8 Terpinolene 1082 1079 1274 0.1 - RI, MS 

9 (E)-2-Nonen-1-ol 1153 1161 1672 tr - RI, MS 

10 Carvone 1222 1218 1738 - 0.6 RI, MS 

11 Thymol 1266 1278 2189 - 0.3 RI, MS 

12 (E)-β-Caryophyllene 1424 1417 1593 6.2 2.1 RI, MS 

13 (E)-β-Farnesene 1448 1450 1660 0.6 - RI, MS 

14 α-Humulene 1456 1450 1666 0.3 - RI, MS 

15 (E)-Nérolidol 1544 1548 2032 0.1 - RI, MS 

16 Epiglobulol 1558 1556 2016 tr - RI, MS 

17 Caryophyllene oxide 1572 1570 1982 4.9 - RI, MS 

18 Carlina oxide - 1580 2380 - 33.7 RI, MS, NMR 

19 cis-Hydrate sesquisabinene 1586 1566 2099 0.1  RI, MS 

20 Viridiflorol 1592 1594 2083 tr 3.6 RI, MS 

21 τ-Muurolol 1633 1626 2138 tr - RI, MS 

22 α-Cadinol 1643 1641 2223 0.1 - RI, MS 

23 (Z,Z)-Farnesol 1653 1657 2267 1.1 - RI, MS 

24 13-Methoxy carlina oxide 1798 1800 2105 - 11.5 RI, MS 

25 5‐(But-1-yn-3-enyl)‐2,2′‐bithiophene - 1881 2367 54.4 - RI, MS, NMR 

26 α-Terthienyle - 2170 2904 26.3 - RI, MS, NMR 

27 Phytone 1844 1846 2131 - 3.1 IR, SM 

28 Neophytadiene 1840 1851 1922 - 13.4 IR, SM 

29 Hexadecanoic acid 1942 2005 1944 - 15.0 IR, SM 

% of identification - - - 95.4 97.9 - 

% Oxygenated monoterpenes - - - - 0.9 - 

% Oxygenated sesquiterpenes - - - 6.3 3.6 - 

% Sesquiterpene hydrocarbons - - - 7.1 2.1 - 

% Monoterpene hydrocarbons - - - 1.3 13.9 - 

% Diterpenes hydrocarbons - - - - 16.5 - 

% Sulfur polyacetylene - - - 80.7 - - 

% Oxygenated polyacetylene - - - - 45.2 - 

% Others - - - - 15.7 - 

a: Order of elution is given on apolar column (Rtx-1); b: Retention indices of literature on the apolar column (RI Lit) reported from Konig et al., 2001; c: Retention indices on the 

apolar Rtx-1 column; d: Retention indices on the polar Rtx-wax column; e: RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode. 
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Table 2. IC50 of essential oils measured by DPPH and β-carotene/linoleic acid inhibition methods. 

Samples 
IC50 (μg/mL) 

DPPH β-carotene/Linoleic Acid Inhibition 

E. spinosus 15.0 0.3 

C. vulgaris 14.6 10.6 

BHT 17.3 4.6 

 

Fig. (1). Reducing power of E. spinosus and C. vulgaris essential oils. 

presence of the two major compounds sulfur 5- (but-1-yn-3-

enyl)-2,2'-bithiophene and α-terthienyl. It has been shown 

that the antioxidant properties of sulfur compounds are 

commonly compared to the antioxidant properties of seleni-

um. However, the antioxidant activities associated with sul-

fur and selenium can be very distinct, each using different 

antioxidant mechanisms to prevent oxidative cell damage 

[31, 32]. However, the antioxidant potential of C. vulgaris 

essential oil can be related to the presence of carline oxide, 

since this compound seems to be responsible for the antioxi-

dant power of C. acanthifolia essential oil [30]. 

3.3. In Vitro Antifungal Activity of Essential Oils Against 
Plant Fungi 

The inhibitory effect of E. spinosus and C. vulgaris es-

sential oils was evaluated against three fungal phytopatho-

gens: F. solani, P. expansum and A. niger (Table 3). The 

tests showed the variability of inhibition according to the 

pathogenic fungi tested. The strains P. expansum and  

A. flavuss were more sensitive to C. vulgaris and E. spinosus 

essential oils than that of F. solani, C. vulgaris essential oil 

showed inhibitory activity against 2 of the 3 fungi tested 

with inhibition percentages of 100% for P. expansum and  

A. niger at the concentration of 20 mL/L, respectively. It 

should be noted that no inhibition was observed for F. solani. 

The percentage inhibitions of E. spinosus essential oil were 

79, 69 and 67%, for P. expansum, A. niger and F. solani, 

respectively. The approach of minimal concentrations caus-

ing 50% inhibition of mycelial growth (EC50) showed that C. 

vulgaris essential oil has the strongest activity against P. 

expansum and A. flavus, with values EC50 less than 5 mg/L, 

whereas, F. solani (> 20 mg/L) appeared to be the less sensi-

tive strain (Fig. 2). In contrast, with EC50s of 9.9, 14.5 and 

18.5 mg/L, P. expansum, A. niger and F. solani appeared to 

be the less sensitive strains to the essential oil of E. spinosus 

(Fig. 2). In recent decades, essential oils have attracted in-

creased interest and, as a result, have been the subject of 

extensive research, primarily in in vitro systems. F. solani, 

P. expansum and A. niger are responsible for a wide range of 

plant diseases such as wilt and canker, root, stem and fruit 

rot [33]. The evaluation of the antifungal properties of the 

essential oils of both plants subjected to the present study 

showed very good antifungal activities. This protective effect 

of C. vulgaris is probably due to the major component of the 

essential oil, carlina oxide. However, no information on the 

fungicidal properties of this molecule is available in the liter-

ature. For E. spinosus essential oil, it seems that its activity is 

related to sulfur compounds such as 5-(but-1-yn-3-enyl)-2,2'-

bithio-phene and α-terthienyl. Thiophenes as natural 

products possess various biological activities: antitumoral, 

phototoxic, antifungal and antiviral [34, 35]. Indeed, it has 

been shown to possess potent cytotoxic activity against sev-

eral organisms, including bacteria, fungi and nematodes [36]. 

Moreover, the extent of the antifungal activity can be related 

to the effect produced by the interaction of all the constitu-

ents of the essential oil, both those present in high proportion 

and the minority ones. 

3.4. Fumigation Toxicity of Essential Oils 

The results of fumigation toxicity of E. spinosus and  

C. vulgaris essential oils against B. oleae fly are summarized 

in Table 4. C. vulgaris essential oil proved to be very biocidal 
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Table 3. In vitro antifungal activities of essential oils against phytopathogenic fungi. 

Microorganisms 
Essential Oil of E. spinosus (mg/L) Essential Oil of C. vulgaris (mg/L) 

5 10 20 5 10 20 

P. expansum 33 ± 3.2 53 ± 2.4 79 ± 4.3 56.6 ± 3.4 58.9 ± 3.4 100 ± 00 

A. niger 23 ± 4.4 47 ± 2.3 69 ± 3.5 51.1 ± 1.1 55.5 ± 1.1 100 ± 00 

F. solani 11 ± 1.3 33 ± 3.5 67 ± 2.3 00 ± 00 00 ± 00 11.1 ± 3.2 

Table 4. Insecticidal activity of essential oils on B. oleae adults after 24 h of exposure. 

Concentrations (µL/L Air) 
% Mortality 

E. spinosus C. vulgaris 

125 00 ± 00 a 40,0 ± 2,4 a 

275 10,3 ± 0.1 a 80,0 ± 1.1b 

325 16,0 ± 0.1 a 100 ± 00 c 

DL50 / 161.8 

DL90 / 298.7 

 

Fig. (2). Inhibitory concentration values of 50% of mycelial growth (EC50 in mg/L) of essential oils. 

with respect to adults of B. oleae: a mortality of 100% of the 

population is noted with a dose of 325 μl/L air after 24 hours 

of exposure. The lethal doses that cause the mortality of 50%

and 90% of adult B. oleae were 161.8 and 298.7 μl/L air, 

respectively. Regarding E. spinosus essential oil, a low bio-

cidal effect was observed (Table 4). The objective of this 

study was, to examine the possibility of valorization of both 

plants to search for natural active and biodegradable prod-

ucts that can be used against the insect pests of the olives,  

B oleae. The evaluation of the insecticidal properties of  

C. vulgaris essential oil carried out in the present study 

showed very interesting activities. Carlina oxide has been 

shown to have high activity and selectivity against Trypano-

somabrucei, a parasite responsible for sleeping sickness 

known as African trypanosomiasis [37].

CONCLUSION 

This is the first report on the chemical composition and

biological activities of E. spinosus and C. vulgaris essential 

oils. The chemical composition of E. spinosus essential oil 

has been characterized by a significant amount of sulfur 

compounds, while, C. vulgaris essential oil has been charac-

terized by a mixture of acetylenic, diterpenic and monoter-

pene hydrocarbon compounds. The essential oils had strong 

antioxidant power, better than synthetic antioxidant BHT. 

The results of the antifungal activity indicated that the inhibi-

tion of mycelial growth was significantly influenced by  

C. vulgaris and E. spinosus essential oils. On the other hand, 

C. arvensis essential oil exhibited good larvicidal properties. 

Both plant species had original chemical compositions and 

exhibited antioxidant, antifungal and insecticidal activities 
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that could be used in agriculture as biopesticide against plant 
diseases. 
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Abstract: Background: Atractylis gummifera is a cosmopolitan species that is particularly abundant in 
the Mediterranean regions. It has been used to treat many diseases, including intestinal parasites, ulcers, 
snakebite poisoning, hydrops and drowsiness. As part of our research program on natural compounds 
with biological activities, the objective of this study was to determine for the first time the chemical 
composition and biological activities of essential oils of Atractylis gummifera during beginning of the 
vegetative cycle (March), beginning of the flowering stage (April) and full bloom (May/June). 

Methods: The essential oils were obtained by means of hydrodistillation and its components were ana-
lyzed using gas chromatography and mass spectrometry (GC/MS). The antioxidant properties were 
evaluated using two different methods i) Radical scavenging activity (DPPH) and ii) β-carotene bleach-
ing assay. Whereas, the antifungal activity of the essential oils was investigated against five plant fungi. 
The fumigation toxicity of essential oils was evaluated against adults of Bactrocera oleae better known 
as the olive fly. 

Results: The essential oil produced from the plant taken at the beginning of the vegetative cycle 
(March) had a high level of non-terpenic aliphatic compounds. On the other hand, the essential oil ob-
tained during the period from the beginning of the flowering stage (April) showed that its proportion of 
non-terpene compounds decreased and that of sesquiterpene compounds increased. Finally, the essential 
oils obtained during the period from full bloom (May/June) consisted mainly of acetylene compounds 
such as carlina oxide and 13-methoxy carlina oxide. The results showed that essential oils from plants at 
full bloom presented interesting antioxidant and antifungal properties, while essential oil produced from 
plants at the beginning of the vegetative cycle (Mars) and at the beginning of the flowering stage (April) 
had better insecticidal activity. 

Conclusion: The data presented here constitutes new findings in the field of the chemical characteriza-
tion and biological potential of A. gummifera. 

Keywords: Atractylis gummifera, essential oil, biological activities, vegetative stages, gas chromatography, mass spectrometry. 

1. INTRODUCTION 

 The research of new natural bioactive agents such as es-
sential oils as source of antioxidant, antifungal and insecti-
cide is primary because synthetic antioxidants and pesticides 
to protect food products against deterioration caused by oxi-
dation, fungi and insect pests during production and storage 
during production and storage can affect human health and 
pollute the environment [1-3]. 

 

*Address correspondence to this author at the Laboratoire des Substances 
Naturelles et Bioactives (LASNABIO), Université de Tlemcen, BP 119, 
13000, Algérie; Tel/Fax: 0021343411189; E-mail a_dibdz@yahoo.fr 

 Essential oils, have received special attention as alterna-
tive compounds to the currently used antioxidant, antifungal 
and insecticides [4-6]. Biological properties of essential oils 
were attributed of some of their components, particularly 
phenols [7]. However, there are still many plants that have 
not yet been examined experimentally for their chemical 
compositions and biological properties. A. gummifera L. is a 
plant widely distributed in Northern Africa (Algeria, Mo-
rocco and Tunisia) and in Southern Europe (Italy, Greece, 
Spain and Portugal), it is an Asteraceae known as thistle. In 
Algeria, the genus Atractylis is represented by 16 species, 6 
of which are endemic. A. gummifera is also known as Car-
lina gummifera Less [8]. In Algeria, the local population call 



2    Current Bioactive Compounds 2019, Vol. 15, No. 00 Mejdoub et al. 

it Addad (or Leddad), choûk el-eulk' (masticatory thistle). 
The therapeutic as well as the toxic properties of A. gummif-
era have long been recognized. In folk medicine, this plant is 
known for its diuretic, antipyretic, purgative and emetic 
properties [9]. It has been used to treat several conditions 
including intestinal parasites, ulcers, snake-bite poisoning, 
hydropsy and drowsiness [9]. To our knowledge, there is no 
information on the chemical composition of volatile com-
pounds as well as the biological activities of this plant. 
Therefore, the aims of this work were to study i) the chemi-
cal composition of essential oil of A. gummera at three de-
velopmental stages and ii) the investigation of their antioxi-
dant, antifungal and insecticidal properties. 

2. MATERIAL AND METHOD 

2.1. Plant Material and Essential oils Isolation 

  Roots of A. gummifera were collected from Oucheba 
station near Tlemcen city (Algeria) during the month of 
March (beginning of the vegetative cycle), in April (begin-
ning of the flowering stage) and during May-June (stage of 
full bloom). Voucher specimens (AGDA1-3.06.2016) was 
deposited with the Herbarium of the University of Tlemcen. 
Essential oils were obtained from fresh roots by hydrodistil-
lation for 5 h using a Clevenger-type apparatus. The essential 
oils were dried over anhydrous sodium sulfate and stored in 
dark glass bottle at 4°C until chemical analysis.  

2.2. Gas Chromatography 

 Analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 
600 GC apparatus equipped with a dual flame ionization 
detection system and 2 fused-silica capillary columns (60 m 
x 0.22 mm I.D., film thickness 0.25 µm), Rtx-1 (polydimeth-
ylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethyleneglycol). The oven 
temperature was programmed from 60°C to 230°C at 
2°C/min and then held isothermally at 230°C for 35 min. 
Injector and detector temperatures were maintained at 
280°C. Essential oils were injected in the split mode (1/50), 
using hydrogen as the carrier gas (0.7 mL min-1); the injec-
tion volume was 0.2 µL. Retention indices (RI) of the com-
pounds were determined from Perkin-Elmer software, as 
previously reported [10].  

2.3. Gas Chromatography-mass Spectrometry 

 The essential oils were investigated using a Perkin Elmer 
TurboMass quadrupole analyzer, directly coupled with a 
Perkin Elmer Autosystem XL equipped with two fused-silica 
capillary columns (60 m×0.22 mm, film thickness 0.25 µm), 
Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene 
glycol). Other GC conditions were the same as described 
above. Ion source temperature was 150°C and energy ioniza-
tion 70 eV; electron ionization mass spectra were acquired 
with a mass range of 35-350 Da and scan mass of 1 s. Oil 
injected volume was 0.1 µL and fraction injected volume of 
0.2 µL, as previously reported [10].  

2.4. Component Identification and Quantification 

 Identification of the components was made (i) through 
the comparison of their GC retention indices (RI) on non-
polar and polar columns, determined relative to the retention 
time of a series of n-alkanes with linear interpolation, with 

those of authentic compounds or literature data [11-14] and 
(ii) also through computer matching with commercial mass 
spectral libraries [15,16] and comparison of spectra with 
those of in-house laboratory library. Component quantifica-
tion was carried out using peak normalization % abundances 
calculated by integrating FID response factors relative to 
tridecane (0.7 g/100 g), used as an internal standard [17]. 

2.5. Antioxidant Activity 

2.5.1. DPPH Free Radical-Scavenging Activity 

 The free radical-scavenging activities of samples were 
measured using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), as 
described in the literature [18]. Fifty microliters of various 
concentrations of essential oil and hydrosol extract were 
added to 2 mL of DPPH solution of concentration of 60 µM. 
The absorbance was measured at 517 nm after a 30 min in-
cubation period, as previously reported [10]. The IC50 values, 
which represent the concentrations of the essential oils caus-
ing 50% neutralization, were determined by linear regression 
analysis. Tests were carried out in triplicate. 

2.5.2. β-carotene Bleaching Assay  

 The antioxidant activity of the essential oils was carried 
by the β-carotene/linoleic model system using the method as 
described previously by Hatami et al. [19]. The essential oil 
and hydrosol extract concentration providing 50% inhibition 
(IC50) was obtained plotting inhibition percentage versus 
sample solutions concentrations, as previously reported [17]. 
Tests were carried out in triplicate. 

2.6. Antifungal Activities 

2.6.1. Pathogenic Fungal Strains 

 The fungal isolates, Penicillium expansum, Aspergillus 
niger, Trichoderma spp., Aspergillus flavus and Rhizopus 
oryzae, causing olive rot, have been isolated directly from 
fruit in orchards and maintained in potato dextrose agar 
(PDA, Sigma–Aldrich, USA) in a growth chamber at 23 °C 
for 14 days in the darkness. Each isolate was purified by a 
single spore isolation technique and identified based on cul-
tural and morphological characteristics [20,21]. The conidia 
were obtained from the surface of the agar and suspended in 
5 mL of sterile distilled water containing 0.1% v/v Tween 
80. Spore suspensions were filtered through four layers of 
sterile cheesecloth to remove mycelial fragments. The num-
ber of spores was calculated with an automated cell counter 
(Bio-Rad’s TC20), Cellometer Vision, and the spore concen-
tration was adjusted to 1 x 106 spores/mL with the aid of a 
haemocytometer prior to use, as previously reported [17]. 

2.6.2. In vitro Antifungal Assay 

 Antifungal activity of the extracts was tested against 
Penicillium expansum, Aspergillus niger, Trichoderma spp., 
Aspergillus flavus and Rhizopus oryzae strains. The method 
used was a modification of Tian et al., (2015) [22] which 
was based on a method published by Singh et al. (2008) 
[23]. Aliquots of extracts dissolved separately in 0.5 mL of 
10% (v/v) DMSO were pipetted aseptically to 9-cm glass 
Petri dishes containing 9.5 mL of molten PDA to procure the 
requisite concentrations. Control plates (without extracts) 
were inoculated following the same procedure. A 9-mm fun-
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gal disc of mycelial material, cut from the periphery of a 5-
day-old culture with a sterile cork-borer, was inoculated 
aseptically to the center of the prepared treatment and control 
Petri dishes. The plates were sealed with polyethylene film 
and incubated at a temp. of 27 °C. The efficacy of the treat-
ment was evaluated each day for 7 days by measuring the 
average of 2 perpendicular diameters of the colony. All tests 
were performed in triplicate, as previously reported [17]. 
Percentage inhibition of the radial growth of the tested fungi 
by the oils compared with the control was calculated at day 
7, using the following formula. 

I%= (DC - DT/DC) x 100, 

where DC and DT are average diameters of fungal colony of 
control and treatment, respectively. 

2.7. Rearing of Test Insects 

 Bactrocera oleae flies were caught with chamP traps 
containing a solution of 3% ammonium phosphate. Identifi-
cation of flies was realized by Prof. Nassira Gaouar Ben-
yelles (Laboratory of Ecology and Management of Natural 
Ecosystems of University of Tlemcen Algeria).  

 The flies culture was maintained in the temperature and 
humidity-controlled chamber in darkness at a temperature of 
26-27 °C and 80% relative humidity, as suggested by Kumar 
et al. (2014) [24]. 

2.8. Fumigation Toxicity of A. gummifera Essential oil 
Against B. oleae 

 To determine the fumigant toxicity of A. gummifera essen-
tial oils, appropriate concentrations, viz., 50, 125, 275 and 325 
µL of essential oils were applied separately on the filter papers 
(Whatman No. 1, 2 cm diameter) without using any solvent, 
and the filter papers were attached to the under-surface of lids 
of plastic jars with 1 L volumes. The control sets received no 
essential oil. The lids were screwed tightly on the jars contain-
ing 10 insect each, all of the same age. These were kept at a 
temperature of 25-26 °C and 80-85% relative humidity. Mor-
tality was checked after 24 h from commencement of expo-
sure. The percentage of insect mortality was calculated using 
the Abbott correction formula [25]. 

Corrected mortality = (OMT – OMC)/ (100-CM) x 100 

MOT : Observed mortality in treatment; MOC : Observed 
mortality in control; MC : Control mortality 

Percentage mortality = (Number of dead larvae/ Number of 
larvae introduced) x100 

2.9. Statistical Analysis 

 Statistical analysis of variance (ANOVA) was performed 
using the SAS software and means were separated using the 
Least Significant Difference (LSD) test at P ≤ 0.05. Analysis 
of each test was performed in triplicate. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Chemical Composition of Essential Oils 

 The results showed that essential oil yield varied signifi-
cantly according to its harvest period, they ranged from 0.07 

to 0.22% (Table 1). The lowest amount of essential oil was 
produced by the plant at the beginning of the vegetative cy-
cle (0.07%), then the yields kept on increasing to reach 
0.12% at the beginning of the flowering stage and 0.22% at 
the stage of full bloom. Essential oils were analyzed by GC 
and GC-MS and their chemical compositions are presented 
in Table 1. In total, 40 compounds which accounted for 94.6-
97.8% of the total oils were identified. All components were 
identified by comparison of their EI-MS and GC (RIs) with 
those of our laboratory-produced ‘Aromes’ library (Table 1). 
Among them, 15 sesquiterpenes, 6 monoterpenes, 14 ali-
phatic, 3 diterpenes and 2 furano acetylene compounds were 
identified. The essential oil produced from the plant taken at 
the beginning of the vegetative cycle (March) has a high 
level of non-terpenic aliphatic compounds (53.6%), such as 
hexadecanol (19.5%), tetracosane (10.5%), tricosane (8.2%), 
pentacosane (5.2%) and hexacosane (4.5%). Carlina oxide 
and α-palmitolactone represented 10.3% and 8.3% of the 
total essential oil, respectively (Table 1). The essential oil 
obtained during the period from the beginning of the flower-
ing stage (April) showed it proportion of non-terpene com-
pounds decrease suddenly (53.6 to 12.4%) and that of ses-
quiterpene compounds increase (13.6 to 25.2%).  

 The main components were (E)-β-caryophyllene 
(19.6%), carlina oxide (23.8%), α-palmitolactone (14.4%) 
and hexadecanol (7.6%). Finally, the essential oils obtained 
during full bloom, (May to June) were consist mainly of 
acetylenic compounds (68.3%) such as carlina oxide (63.2%) 
and 13-methoxy carlina oxide (5.1%) (Fig. 1 and Table 1). 

 A comparison of chemical compositions of A. gummifera 
essential oils obtained from the three vegetative stages 
showed that chemical composition of essential oil varied 
significantly with the physiological stage of the plant. We 
note from this study, that in general the samples of A. gum-
mifera essential oils harvested in full bloom were rich in 
acetylenic compounds such as carlina oxide and the samples 
collected at the beginning of the flowering stage were richer 
in (E)-β-caryophyllene and α-palmitolactone. Carlina oxide 
was isolated for the first time in 1889 [26] and has been re-
ported in the Asteraceae family and in particular has been 
isolated in the essential oils of Carlina acanthifolia, Carli-
nae radix and Carlina acaulis [27,28]. On the other hand, 
studies on the chemical composition of A. gummifera are 
rare. Only a few saponins, flavonoids, triterpenoids and phe-
nolic compounds were identified [29]. 

3.2. Antioxidant Activities of Essential Oil  

 The antioxidant properties of essential oils of three vege-
tative stages were evaluated using two different methods i) 
Radical scavenging activity and ii) the β-carotene bleaching 
method, using BHT as positive control. Table 2 represents 
the percentage inhibitions of different essential oils accord-
ing of concentrations tested. The essential oil obtained dur-
ing full bloom stage had a very strong antioxidant power by 
the DPPH and β-carotene bleaching methods. Indeed, the 
values of their IC50 (2.6 mL/L for DPPH and 8.3 mL/L for β-
carotene bleaching) were lower than that of the control BHT 
(16.4 and 4.3 mL/L, respectively). However, essential oils 
obtained during March and April had the lowest antioxidant 
activities, with IC50s varied of 25,2 to 56,6 mL/L (Table 2). 
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Table 1. Chemical compositions of A. gummifera essential oils during to its vegetative cycle. 

Essential oils  
N°

a
 Compounds  Lit/RIa

b
 RIa

c
 RIp

d
 

March April  May/June  

Identification
f
 

1 Benzaldehyde 929 930 1527 - tr - IR, SM 

2 Myrcene 979 981 1557 0.1 4.1 0.1 IR. SM 

3 Decane 1000 1000 1000 0.8 tr - IR. SM 

4 p-Cymene 1011 1013 1270 0.1 0.7 - IR. SM 

5 γ-Terpinene 1047 1050 1238 1.2 0.8 - IR. SM 

6 Acetophenone 1034 1031 1605 1.5 2.1 0.1 IR. SM 

7 Carvone 1222 1218 1738 1.8 0.1 - IR. SM 

8 Thymol 1266 1273 2189 0.3 0.1 - IR. SM 

9 Carvacrol 1278 1280 2219 - - 0.1 IR. SM 

10 Dodecenal 1389 1395 1708 0.1 1.4 - IR. SM 

11 (E)-β-Caryophyllene 1424 1425 1591 10.6 19.6 8.5 IR. SM 

12 (E)-β-Farnesene 1448 1448 1661 - - 0.1 IR. SM 

13 α-Humulene 1456 1452 1665 0.2 0.9 0.4 IR. SM 

14 γ-Muurolene 1471 1471 1681 0.3 1.3 tr IR. SM 

15 Germacrene D 1480 1485 1704 0.1 0.7 0.5 IR. SM 

16 (E)-β-Bergamotene 1480 1484 - - 0.8 0.4 IR. SM 

17 (E.E)-α-Farnesene 1498 1498 1744 0.6 0.8 0.2 IR. SM 

18 τ-Cadinene 1507 1507 1752 0.1 - - IR. SM 

19 α-Cadinene 1515 1516 1752 0.5 1.3 0.2 IR. SM 

20 Carlina oxide - 1580 2380 10.3 23.8 63.2 IR. SM 

21 Humulene epoxide 1601 1601 2044 0.3 2.2 0.2 IR. SM 

22 α-Eudesmol 1639 1632 2208 0.5 0.9 tr IR. SM 

23 β-Eudesmol 1641 1649 2229 0.3 0.3 0.1 IR. SM 

24 α-Cadinol 1645 1652 2231 0.2 0.3 0.3 IR. SM 

25 α-Bisabolol 1672 1681 2217 0.1 0.4 5.5 IR. SM 

26 (E.E)-Farnesol 1707 1711 2259 0.1 0.5 4.6 IR. SM 

27 13-Methoxy carlina oxide 1789 1800 2104 1.0 0.7 5.1 IR. SM 

28 Phytone 1844 1846 2131 3.1 2.9 1.1 IR. SM 

29 Neophytadiene  1840 1851 1922 0.9 1.2 tr IR. SM 

30 Hexadecanol 1864 1869 1944 19.5 7.6 2.1 IR. SM 

32 Nonadecane 1900 1904 1900 0.6 0.1 - IR. SM 

32 Eicosane 2000 2018 2000 0.6 tr 0.1 IR. SM 

33 α-Palmitolactone 2104 2098 2815 8.3 14.4 0.6 IR. SM 

34 Heneicosane 2100 2121 2100 1.4 0.1 3.1 IR. SM 

35 (E)-Phytol 2099 2124 2604 0.6 1.3 1.2 IR. SM 

Table (1) contd…. 
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Essential oils  
N°

a
 Compounds  Lit/RIa

b
 RIa

c
 RIp

d
 

March April  May/June  

Identification
f
 

36 Docosane 2200 2223 2200 1.2 tr - IR. SM 

37 Tricosane 2300 2325 2300 8.2 tr - IR. SM 

38 Tetracosane 2400 2426 2400 10.5 tr - IR. SM 

39 Pentacosane 2500 2527 2500 5.2 3.2 - IR. SM 

 40 Hexacosane 2600 2625 2600 4.5 tr - IR. SM 

% Identification        96.7 94.6 97.8   

Yields %    0.07 0.12 0.22  

% Hydrocarbon monoterpenes  	   2.9 7.7 0.2  

% Oxygenated monoterpenes  	   	   3.3 3.7 0.5  

% Hydrocarbon sesquiterpenes  	   12.1 20.9 9.9  

% Oxygenated sesquiterpenes  	   1.5 4.3 10.7  

% Acetylene  	   11.3 24.5 68.3  

% Hydrocarbon diterpenes  	   	   0.9 1.2 -  

% Oxygenated diterpenes  	   	   3.7 4.2 2.3  

% Lactones   	   	   8.3 14.4 0.6  

% Non terpenic compounds     53.6 12.4 5.3   

a Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). b Retention indices of literature on the apolar column (lRIa) reported from the literature [24]. c Retention indices on the apolar 
Rtx-1 column (RIa). d Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp). e RI. retention indices; MS. mass spectrometry in electronic impact mode; Ref. compound identified 
from literature data [11]. 

 

CH2 C C

O

 

CH2

O
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Carlina oxide 13-methoxy Carlina oxide 

Fig. (1). The main components of A. gummifera obtained during full bloom. 
 

Table 2. Antioxidant activities of A. gummifera essential oils during its developmental stage. 

IC50 mL/L 

Antioxidant Tests 
Essential oil  

March 

Essential oil 

April 

Essential oil 

May/June 
BHT 

DPPH 56.6 ± 4.8 34.2 ± 5.6 12.6 ± 1.4 16.4 ± 1.1 

β-Carotene bleaching 35.1 ± 4.6 25.2 ± 3.8 3.3 ± 0.8 4.3 ± 0.6 

Each value is represented as mean ± SD. 

 
 Essential oil produced during full bloom presented a high 
antioxidant activity. These properties are related probably to 
its chemical profile, in particular to the high percentage of 
acetylenic compounds and it could be presumed that these 
compounds are mainly responsible for exhibited antioxidant 
effects by oils of A. gummifera. Indeed, the essential oil of 

Carlina acanthifolia rich of carlina oxide presented high 
DPPH scavenging activity [28]. On the other hand, antioxi-
dant activity of A. gummifera can be also explained by the 
presence of other minor bioactive compounds acting syner-
gistically or interaction of all constituents present in the es-
sential oil. 
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3.3. In vitro Tests of the Three Vegetative Stage Essential 
Oils Against Plant Fungi 

 The effects of essential oils were evaluated against fungal 
phytopathogens: P. expansum, A. niger, Trichoderma spp., 
A. flavus and R. oryzae (Table 3). The approach of effective 
concentrations causing a 50% inhibition of mycelial growth 
(EC50) shows that all essential oils presented an interesting 
antifungal activity against all fungi tested. The highest activ-
ity was observed by essential oil produced during the full 
bloom (period from May to June) against Trichoderma spp., 
P. expansum, A. flavus and A. niger with EC50s < 5 mg/L, 
whereas, A. oryzae seemed to be the least sensitive strain 
with EC50 > 10 mg/L. The results also indicated that the in-
hibition of the mycelial growth of all strains was signifi-
cantly influenced by essential oil produced during the period 
of March/April, the EC50s were upper to > 10 mg/L for all 
strains, except for R. oryzae, or we observed no inhibition 
(Table 3).  

 Essential oil produced at full bloom, showed effective 
antifungal activity against many strains, such as P. expan-
sum, ssp., A. flavus and A. niger. The magnitude of the anti-
fungal activity may be related to the effect caused by the 
interaction of some bioactive components in a greater pro-
portion to those present in minor amounts. 

 Herrmann et al., (2011) studied antifungal activity of car-
lina oxide isolated to Carlina acaulis against streptococcus 
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, and 
Candida glabrata. It has been proved that Carlina oxide ex-
hibited strong antimicrobial activity against all the strains of 

bacteria and fungi, even against the multiresistant strains and 
the clinical isolates [30]. On the other hand, very little study of 
this molecule is available in the literature. Furthermore, the 
farnesol has been confirmed to have inhibitory effect on the 
growth of microorganisms and can act as an antifungal agent 
[31, 32]. It has been shown that, β-caryophyllene demon-
strated selective antibacterial activity against Staphylococcus 
aureus and more pronounced anti-fungal activity than ka-
namycin [33]. Moreover, the extent of the antifungal activity 
can be related to a synergistic effect with some active compo-
nents, and therefore, they are promising natural food preserva-
tives for the bio-control of fungi [34].  

3.4. Fumigation Toxicity 

 The results on fumigation toxicity of A. gummifera essen-
tial oils against B. oleae insect are summarized in Table 4. 
The efficacy of essential oils varied with their concentra-
tions, at 325 mL/L air, essential oils produced during 
March/April, caused mortality of 86.6%, while, essential oil 
produced during period from May to June (full bloom) 
caused a mortality of 66.7% after 24 h of exposure (Table 4). 

 The results showed that essential oil also presented inter-
esting fumigation toxicity, when looking to its values. These 
properties are related probably to its chemical composition, 
particularly to the relative high percentage of carlina oxide, 
(E-E)-farnesol, α-bisabolol and β-caryophyllene. The insec-
ticidal activity of farnesol has been reported [35]. The results 
of laboratory bioassay showed that farnesol had good insec-
ticidal activity against Aphis craccivora and Leucania sepa-
rata [35]. α-Bisabolol, has been shown to have fungicidal 

Table 3. In-vitro antifungal activity against phytopathogenic fungi. 

Essential oil (mg/L) 

Essential oil March/April  Essential oil May/June  Microorganisms 

5 10  EC50 mg/L 5  10 EC50 mg/L 

P. expansum 36.6±4.8 46.1±5.6 > 10 68.8±7.8 100±00 < 5 

A. niger 21.1±3.2 31.1±4.8 > 10 65.5±6.5 71.1±9.5 < 5 

Trichoderma spp. 80.2±6.8 90.2±9.6 < 10 98.1±8.8 100±00 < 5 

A. flavus 11.1±0.9 21.1±1.9 > 10 55.5±6.5 59.3±5.3 < 5 

R. oryzae 00±00 00±00 - 35.5±3.5 38.8±6.5 > 10  

Each value is represented as mean ± SD. 

 

Table 4. Larvicidal efficacy of A. gummifera essential oils against B. oleae insect. 

% Mortality ± SE 
Concentrations 

(µL/L air) Essential oil 

March/April 

Essential oil 

May/June 

50 00 ± 00 a 00 ± 00 a
	  

125 13.3 ± 0.6 a 00 ± 00 a
	  

275 46.6 ± 1.6 b 33.3 ± 1.6 c 

325 86.6 ± 3.2 c 66.7 ± 4.1 d 

Each value is represented as mean ± SD. 
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properties against the nongerminated and germinating con-
idia of several species of Aspergillus and Fusarium which 
represent problems in agriculture and medicine [23]. While, 
β-caryophyllene is known for its cytotoxicity, anti-
inflammatory and antifungal activities [36, 37]. Carlina ox-
ide has been shown displaying strong and selective activity 

against Trypanosoma brucei, the parasite responsible for 
African trypanosomiasis (sleeping sickness).  

CONCLUSION 

  In conclusion, we aimed as part of our program to evalu-
ate antioxidant, antifungal and insecticidal activities of A. 

 

Fig. (2). Reducing power activities of C. caeruleus essential oil (EO), hydrosol extract (HY) and carlina oxide 
 

  
(a )   (b )  

 
(c) 

Fig. (3). Apples treated with carlina oxide (a), Apples treated with essential oil (b) and control positive (Without treatment) (c) on the infec-
tion caused by P. expansum after 15 days of storage at 25±1 °C. 
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gummifera essential oil during its vegetative cycle, in hopes 
to find new natural products. The results showed that essen-
tial oil of A. gummifera is a good source of polyacetylene 
compounds as carlina oxide and 13-methoxy carlina oxide. 
The essential oils from full bloom of A. gummifera presented 
high antioxidant and antifungal properties, while essential oil 
produced from plants at the beginning of the vegetative cycle 
(Mars) and the beginning of the flowering stage (April) had 
better insecticidal activity. The data presented here consti-
tutes new findings in the field of the chemical characteriza-
tion and biological potential of A. gummifera. 
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 :ملخص
لاث من بحثنا هو الإسهام في تقييم ث إنِّ الطّلب المتزايدِ على المُنتجات الطبيعية يقُلِّل من استخدام المواد الكيميائية الإصطناعية. و لهذا فإنّ الهدف

و  ( Anacyclus valentinus) البلنسية و القنيطسة( Carthamus caeruleus) القرطم الأزرق :( Asteracea)نباتات من الفصيلة النجمية
الزيت الأساسي و هيدرولات  أكُسيد كارلينا و هو المُركَّب الرّئيسي المُستخلص من .(Chrysanthemum coronarium). الأقُحوان التاّجي

ل عليها بالإصطناع الجزئي، اظْهرا خصائص هامة مضادّة للأكسدة . في حين  C.caeruleus  جذور أن الزيت الأساسي أثبت  ومشتقاته المُتَحَصَّ
 طرعلى الف للسيطرة الحينتائج مضادة للفطريات واعدة في الجسم  أظهر كارليناكمُضاد للحشرات. علاوة على ذلك فان أكُسيد  أفضل نتيجة

P.expansum. نشاط كمضاد للميكروبات بالمُحاكات بالحاسوب أنُسِب للمُشتق بالإضافة إلى ذلك فان أفضل IM9.  أخرى ، أظهر مزيج من ناحية
تأثيرات تآزرية كبيرة ، تفوق بكثير تلك الموجودة في مضادات الأكسدة  C. caeruleus و  Ammoides verticillata الزيوت الأساسية ل 

بالإضافة من المركبات بنسب متفاوتة.  مزيج  C. Coronariumو  A. valentinus من  الاصطناعية. من جانب آخر، تمتلك الزيوت الأساسية لكل
ووقائي على الجسم الحي ضد   فردياً أو مجتمعة لها تأثيرحامي  C. Coronariumو  A. valentinusإلى ذلك، لاحظنا أن الزيوت الأساسية ل 

، بينما  BHT  أظهر مزيج هذين الزيتين تأثيرًا تآزرياً للنشّاط المُضاد للأكسدة، لكنه لا يفوق نشاط .على التفاح والاجاص P. expansumفطر 
 للنشاط المضاد للأكسدة. يعطي مزيج الأجزاء التي تحتوي على المركبات الأكسجينية تأثيرًا معاكسا

 .معاكسوتأثير  تآزري ، تأثيرجزيئيةنمذجة  بيولوجي،نشاط  نصفي،تركيب  اساسي،زيت  ،النجميةالفصيلة  :الكلمات المفتاحية

Résumé :  

La demande croissante des produits naturels minimise l’utilisation des produits chimiques de synthèse. De ce fait, 
notre travail avait pour objectif principal de contribuer à la valorisation de 3 plantes de la famille des astéracées: 
Carthamus caeruleus, Anacyclus valentinus et Chrysanthemum coronarium. L’oxyde de carlina provenant de 
l’HE et d’hydrolat des racines de C. caeruleus et ses analogues obtenus par hémisynthèse présentait des propriétés 
antioxydantes, tandis que l’huile essentielle avait une meilleure activité insecticide. De plus, l’oxyde de carlina a 
démontré une activité antifongique in vivo prometteuse pour contrôler l’infection des pommes par P. expansum. 
En outre ,la meilleure activité anti-microbienne in-silico a été attribuée à l’analogue IM9.  D’autre part, le mélange 
des huiles essentielles de A. verticillata et C. caeruleus a montré des effets synergiques importants, bien supérieurs 
à ceux de l’antioxydant synthétique. D’autre part, le mélange des huiles essentielles de A. verticillata et C. 
caeruleus a montré des effets synergiques importants, bien supérieurs à ceux de l’antioxydant synthétique. Par 
ailleurs, les huiles essentielles de A. valentinus et de C. coronarium possèdent une matrice de composés à de 
différentes proportions. En outre, nous avons constaté que les huiles essentielles de A. valentinus et C. coronarium 
individuelle ou en combinaison possède un effet protecteur et preventif invivo contre P. expansum sur les pommes 
et les. La combinaison de ces deux huiles a montré un effet synergique pour l’activité antioxydante mais qui reste 
inférieur à celui du BHT tandis ce que le mélange des fractions oxygénées donne un effet antagoniste. 

Mots clés : Astéracées, huile essentielle, hemisynthèse, activité biologique, modélisation moléculaire, synergie et 
antagonisme. 

Summary :  

The increasing request for natural products reduces the use of chemical synthesis products. Therefore, the main 
objective of our work was to contribute to the valorization of 3 plants of the Asteraceae family: Carthamus 
caeruleus, Anacyclus valentinus and Chrysanthemum coronarium. carlina oxide, the main compound extracted 
from the essential oil and hydrosol of the roots of C. caeruleus and its analogues obtained by hemisynthesis showed 
interesting antioxidant properties, while the essential oil exhibit a better insecticidal activity.  In addition, carlina 
oxide showed promising in vivo antifungal activity to control P. expansum infection in apples. As well, the best 
in-silico anti-microbial activity was attributed to the IM9 analogue. On the other hand, the combination of the 
essential oils of Ammoides verticillata and C. caeruleus has shown significant synergistic effects, far superior to 
those of the synthetic antioxidant. Moreover The essential oils of A. valentinus and C. coronarium possess a 
matrix of compound in different proportions. In addition, we have observed that essential oils of A. valentinus and 
C. coronarium individually or in combination have an in vivo protective and preventive effect against P. expansum 
on apples and pears. The combination of these two oils showed a synergistic effect for the antioxidant activity, but 
it is still lower than that of BHT, while the mixture of the oxygen fractions gives an antagonistic antioxidant effect. 

Keywords : Asteraceae, essential oil, hemisynthesis, biological activity, molecular modeling, synergy and 
antagonism. 
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