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Introduction générale

Les plantes ont étaient utilisées par nos ancétres comme nutrition et comme remede
contre toutes les maladies ; ils les utiliser sans connaitre ce qui permet a telle plante de guérir
telle maladie et pas d’autres. C’est peut-étre Le hasard?, La religion?, c’est L'expérience
certainement. De nos jours les chercheurs essayent toujours de justifier ’activité des plantes
pour cibler le domaine de leurs utilisations.

Les HEs (huiles essentielles) représentent un groupe tres intéressant de ces
métabolites qui sont dotés de propriétés antimicrobiennes qui peuvent remplacer les
antibiotiques. Ce sont des composés volatils qui conférent aux plantes et aux épices leurs
essences [1].

L’aromathérapie et la phytothérapie sont des médecines alternatives et/ou
complémentaires naturelles. L'aromathérapie est I'art de se soigner par les HES, qui mettent
les ardmes et les bienfaits des plantes au service de la santé et de la beauté. Une goutte d’HE
contient en moyenne 150 molécules différentes. On comprend alors aisément qu’une seule HE
puisse avoir plusieurs vertus thérapeutiques donc plusieurs indications. Et inversement que
plusieurs HEs peuvent traiter les mémes maux [2].

La phytothérapie est une science récente qui est basée sur I’utilisation des plantes pour
une solution a la fois alternative et complémentaire aux traitements de la médecine classique,
de plus en plus en vogue et dont I’efficacité est de plus en plus reconnue. Ces dernieres
années, un nombre de pays développés ont manifesté un intérét croissant dans les systemes de
cette médecine, ce qui a abouti a une intensification du commerce international des
préparations a base de plantes. Sachant bien que les deux rives du bassin méditerranéen sont
riches en plantes médicinales susceptibles d’étre utilisées dans différents domaines
(pharmacie, parfumerie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques,
organoleptiques et odorantes.

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques [3].

La problématique générale de notre théme de recherche concerne la caractérisation et
la valorisation des substances naturelles d’origine végétale et plus particulierement celles
d’une plante endémique algérienne appartenant a la famille des chardons qui n’ont pas la
valeur qui la mérite pour cela la répartition de nos travaux est comme suit :

La premiére partie : on commencera par la présentation théorique des HEs et les

activités qu’on a réalisées sur notre espece qui est le S. grandiflorus (Scolymus grandiflorus).
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La deuxieme partie: se portera sur 1’étude bibliographique et la présentation
botanique du genre Scolymus et particulierement de notre plante le S. grandiflorus ainsi les

travaux antérieurs réalisés sur le genre Scolymus.

La troisieme partie : présentera les modes opératoires que nous avons utilisés pour

réaliser tout notre travaille.

La quatrieme partie: concerne I’extraction et la caractérisation des huiles

essentielles et nous discuterons les résultats des activités biologiques que nous avons réalisés

Enfin, nous terminerons par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre I. : Etude théorique des HEs et des Activités biologiques

I-1 Les Huiles essentielles :

| -1-1- Introduction :

Ce sont des substances naturelles volatiles et odorantes obtenues des végétaux par
entrainement a la vapeur d’cau. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme
produits du métabolisme secondaire [1].

Elles sont liquides a température ambiante, d’un poids moléculaire faible et volatiles
ce qui les différencie des huiles fixes, incolores et rarement colorées et sont liposolubles et
solubles dans les solvants organiques, leur densité est généralement inférieur a celle de ’eau
[2].

Les huiles volatiles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, les fleurs,
les feuilles, les écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits, et les graines [2,3].

Les HEs doivent leur nom a ce qu'elles sont trés réfringentes, hydrophobes et
lipophiles. Elles ne sont que tres peu solubles ou pas du tout dans I'eau et on les retrouve dans
le protoplasme sous forme d'émulsion plus ou moins stable qui tende a se collecter en
gouttelettes de grosse taille. Par contre, elles sont solubles dans les solvants (acétone, sulfure
de carbone, chloroforme, etc.) des lipides et, a I'inverse des glycérides, dans I'alcool [4].

Mais a ces caractéres de solubilité se limite la ressemblance avec les huiles grasses. Si
les HEs forment une tache transparente sur le papier, celle-ci disparait rapidement car les
essences végétales sont trés volatiles (contrairement aux résines qui, habituellement dissoutes
dans les essences, laissent un résidu visqueux ou solide apres évaporation des essences).

Grace a cette propriété, les essences végétales diffusent rapidement a travers des
épidermes, méme a travers des cuticules épaisses et se répandent dans Il'atmosphere. Ce
caractere, associé a la propriété qu'ont la plupart des essences végétales de posséder une
odeur trés prononceée, et souvent agréable, les rend responsables de I'odeur caractéristique de
nombreux végétaux odoriférants [4].

Ces HEs ont a toutes époques occupé une place tres importante dans la vie
quotidienne, elles sont utilisées autant pour se parfumer, conserver la nourriture, en
cosmétique, comme insecticides, produits chimiques et aussi pour se soigner.

D’aprés William Naves [1874-1936], aucune des définitions des HES n’a le mérite de
la clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les HEs comme «des mélanges de divers
produits issus d’une espece végétale, ces mélanges passent avec une certaine proportion d’eau

lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau » [5].

<
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Cette définition a éteé reprise a peu de chose pres par AFNOR et ISO : « HE est le
produit obtenu a partir d’une matiére premiere d’origine végétale, soit par entrailnement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe frais de certains agrumes, soit
par distillation. L’HE est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques »
[6, 71.

Pour la composition de ces HEs elle peut contenir des centaines de composés
differents qui appartiennent a la famille des terpenes, Cette famille confére aux huiles
essentielles de nombreuses activités biologiques. Les terpenes sont des hydrocarbures
naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte. Leur particularité structurale la plus
importante est la présence dans leur squelette d’unité isoprenique a 5 atomes de carbone
(CsHep). IIs sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprene en monoterpene formeés de deux
isoprénes (CioHi6), en sesquiterpénes, formés de trois isoprénes (CisHos), en diterpenes,
formés de quatre isoprénes (CxHsz), en tétraterpénes, huit isoprénes qui conduisent aux
caroténoides, en polyterpénes (CsHg), ou n peut-étre de 9 a 30 [8].

Les terpénoides sont des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool,
aldéhyde, cétone, acide, etc.). Les monoterpénes sont des volatils entrainables a la vapeur

d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent la majorité des constituants des HEs.

| -1-2- Propriétés biologique :

Les HEs possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles sont
utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne et d’origine fongique [9].

Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques [10] qui les
rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large
spectre.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les HES ou leurs composés
actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons [11] et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires [12].

Sans oublier de prévenir que les HESs ont une toxicité aigiie par voie orale faible ou
tres faible la majorité de celles qui sont couramment utilisées a une DL50 comprise entre 2 et
5g/kg (Anis, eucalyptus, girofle...etc), ou ce qui est le plus fréquent supérieur a 5g/kg

(camomille, citronnelle, lavande, vétiver...etc) [3].

v
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Les HEs qui sont utilisés en parfumerie peuvent se comporter en irritant des
muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement des crises d’asthme pour les
asthmatiques [3].

Certaines HEs peuvent provoquer des réactions allergiques sur la peau comme celles
de la menthe, la listée, la mélisse, et le pin [3]. D’autres par I’exposition de certaines huiles
comme de Citrus bergamiaaux aux rayons ultraviolets ou aux rayons du soleil peut induire le

cancer de la peau [2].

I-1-3 Méthodes d’extractions et d’analyses des HES :

L’extraction des HESs est la partie la plus délicate son but est de capter les produits les
plus légers et les plus volatils qui existent dans la matiere végétale. La quantité d'HE contenue
dans les plantes est toujours faible, parfois trés faible, voire infime. Il faut parfois plusieurs
tonnes de plantes pour obtenir un litre d’HE.

Il existe différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée définit
obligatoirement la nature de I’essence ainsi que son éventuelle utilisation, L’entrailnement a la
vapeur ou I'hydrodistillation de la plante fraiche ou séche reste la technique la plus utilisée.

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére premiére dans un bain d’eau,
L’ensemble est porté a ébullition. Lors de la distillation des HEs plusieurs phénomenes sont a
la base d’échanges de maticre entre les phases solides, liquide et vapeur, d’ou I’influence d’un
grand nombre de parametres sur la qualité et le rendement de la production [13].

Apreés extraction on a toujours a s’assurer ou méme de dévoiler la composition
chimique de cette huile, pour orienter le domaine des activités possibles ; pour cela on passe
par la CPG.

La CPG est une technique qui permet de séparer les molécules d’un mélange
éventuellement trés complexe de nature trés diverse. Elle s’applique principalement aux
composés gazeux ou susceptible d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition.

Généralement la CPG, est couplé avec une technique d’identification spectrale, la
spectrométrie de masse (SM). L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices
de rétention Ir et des données spectrales (spectres de masse) des constituants individualisés
avec les caracteristiques des produits de références contenus dans des bibliotheques de

spectres. Cette étape est habituellement suffisante dans les cas d’analyses de routine des HEs.

v
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I-2-Activité antioxydante :

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps dans le
processus de stress oxydatif et la lutte contre les maladies infectieuses. Mais la découverte des
antioxydants synthétiques et des antibiotiques a provoqué le déclin de la médecine a base de

plantes et I’a reléguée a un rang secondaire.

I-2-1 Définition d’un antioxydant :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leurs couches externes. lls apparaissent soit au cours de la rupture
d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au cours
d’une réaction redox avec une perte ou un gain d’électron a partir d’un composé non radical.

Du fait de leurs instabilités énergétiques, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a 1’état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre molécule,
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants, c'est-a-dire ils ont la propriété d’étre
extrémement réactifs vis-a-vis des molécules environnantes, et ils possedent un temps de
demi-vie extrémement court [14].

Les radicaux libres qui proviennent de 1’0, sont appelés « les espéces réactives de
I’oxygene » (ERO) alors que les radicaux libres qui sont générés de la réaction de 1’oxygéne
avec I’azote sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres appelée « les especes
réactives de 1’azote » (ERN) [15].

I-2-2 Réle des radicaux libres :

Le role des radicaux libres et de I'0O, actif dans le vieillissement et dans certains
processus pathologiques comme l'arthrite inflammatoire, les cardiopathies, l'altération du
systéme immunitaire et les cancers, a fait I'objet d'une attention particuliére au court des
derniéres années. Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre un niveau accru de
dérivés réactifs de 1'0, et une activité antioxydante réduite. Une augmentation du stress
oxydant peut entrainer des destructions tissulaires et provoquer des Iésions au niveau des

structures cellulaires.

La vitamine C ou acide ascorbique est le plus important antioxydant hydrosoluble, son

role est essentiel dans les compartiments intra et extracellulaire. Son mécanisme d’action est

-
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mal connu. Il fait intervenir des réactions d’oxydoréduction entre la forme réduite de la

vitamine C (I’acide ascorbique) et sa forme oxydée (dehydroascorbate).

I-3- Activité antifongique :

Les mycoses sont d’une actualité¢ criante, pour les huiles essentielles les groupes
responsables de 1’activité antifongique sont les phénols, les monoterphénols, les aldéhydes,
les sesquiterpéniques et les lactones sesquiterpenique sachant que les mycoses ne se
développent pas dans les milieux acides donc il faut penser a alcaliniser le milieu [16].

Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des organismes
pluricellulaires dont I’appareil végétatif est formé de longs filaments ramifiés et souvent
cloisonnés que 1’on appelle des hyphes. Lorsque la croissance est suffisamment avancée,
I’ensemble des hyphes constitue un mycélium visible a I’ceil nu qui se présente comme une
sorte de feutrage a la surface colonisée.

L’utilisation des produits chimiques pour lutter contre ces champignons constitue a
I’heure actuelle la technique la plus utilisée [17]. Cependant, I’emploi intensif et inconsidéré
de ces produits a provoqué une contamination de la biosphére et de la chaine alimentaire, une
¢radication des espeéces non cibles telles que la faune auxiliaire et [’apparition des
microorganismes résistants.

Ces dangers ont conduit I’OMS a interdire I’usage de certains fongicides chimiques,
d’autres vont étre prohibés dans un futur proche [18].

La recherche de molécules nouvelles en prenant en compte d’autres critéres que
I’efficacité, est devenue indispensable. La lutte biologique par 1’utilisation de substances
naturelles antioxydantes et antifongiques pouvant constituer une, alternative aux produits

chimiques. Parmi ces substances naturelles figurent les HEs extraites des plantes aromatiques

[2].

I-4- Activité larvicide :

L’arboriculture fruitiere fait partie de la vie économique et sociale a travers le monde
entier. Les agrumes, en particulier, ont une grande importance dans le développement
économique et social des pays producteurs. Ils constituent les produits d’exportation et de
transformation en diverses dérives telles que les jus, confitures, essences, comme ils peuvent

étre une source d’emplois [19].

v
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En Algérie, malgré les bonnes conditions pédoclimatiques pour le développement de
I’arboriculture fruitiere, la production a connu une faible croissance au cours de ces dernieres
annees ; suite au vieillissement des vergers et aux agressions dues aux ravageurs et maladies.

En effet, I’extension des zones cultivées a enregistré des phénoménes de pullulation de
certains déprédateurs, parmi lesquels, on retient la classe des insectes qui est la plus
importante [20].

Parmi ces insectes Ceratitis capitata Wiedemann, 1824, cette mouche est liée a
plusieurs facteurs, elle s’attaque aux cultures a haute valeur ajoutée et aux fruits sur le point
de marir [21].

Les males de cette espéce se rassemblent en groupes sur les plantes, ou ils émettent,
ensemble, une phéromone attirant les femelles. Apres 1’accouplement débute la ponte qui est
fortement influencée par I’intensité lumineuse [22].

Apres 1’éclosion des ceufs, les larves s’alimentent de la pulpe du fruit et juste aprés
I’aube les larves du troisiéme stade quittent le fruit et se nymphoses dans le sol [23].

C’est I’espece la plus répandue et celle dont la nocivité est la plus conséquente, en
raison de sa grande répartition dans le bassin méditerranéen [24].

Voici les trois stades de vie qu’on a utilisés dans la valorisation de cette activité :

I-4-1 Les larves :

Elles sont blanches d’une forme cylindrique, allongées, effilées a la partie antérieure et
tronquée a la partie postérieure. Leurs caractéristiques morphologiques permettent la
distinction immédiate des trois stades larvaires chez cette mouche. Leur taille est variable, elle
dépend de la qualité et de la quantité de la nourriture ingérée. Celle du premier stade est de 1

mm et celle du troisieme stade ou <«asticot >> oscille entre 6,8 et 8,2 mm [25].

Figure 1 : Larves de Ceratitis capitata

-
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I-4-2 Les pupes :
Elles ont la forme d’un petit tonnelet arrondi. Elles mesurent environ Smm de
longueur et 2mm de diamétre, d’une couleur brun claire pour les jeunes pupes et brun foncé

pour les pupes agées [25].

Figure 2 : Pupes de Ceratitis capitata

1-4-3 Les adultes :

C’est est une mouche de 4,5 a 6mm de long. Il est caractérisé par un mésothorax noir
luisant, avec quatre bandes grises, une téte d’un blanc jaunatre avec une bande brune claire
entre les deux yeux qui sont pourpres a reflets dorés [25].

L’abdomen est brun jaunatre avec des bandes transversales grises. Les ailes sont larges

et présentent trois bandes orangées.
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I1-1 Présentation de la plante :

I1-1-1- Les Astéracées :

Les Astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules,
c'est-a-dire serrées les unes a cOté des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un
rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette
structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre.

Ainsi, contrairement a I'opinion populaire, ce qu'on appelle une « fleur » de tournesol,
de chardon, ou de pissenlit... n'est en réalité pas « une » fleur mais un capitule de fleurs. Les
fleurs des Astéracées, appelées aussi fleurons, se présentent sous deux formes :

* des languettes, ou ligules, dans lesquelles les équivalents des pétales sont soudés,
généralement par cing, parfois par trois, reconnaissables seulement aux dents de la languette.

* des tubes terminés par des levres imperceptibles ou s'ouvrant plus ou moins
largement en cing lobes. Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est
nécessaire de récolter des capitules défleuris, portant des fruits mdrs ou au moins déja bien

formés. L'observation des bractées de I'involucre est également trés importante [1].

Figure 4 : Les Astéracées
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Les astéracées sont pourvues d’un appareil sécréteur bien développé. Les especes
aromatiques comme la camomille et I’armoise ont des cellules, des canaux et des poiles
sécréteurs d’essences.

Les especes a lactifere comme les chicorées exsudent un latex blanchatre lorsqu’on
brise leur tige. Toutes sont caractérisées biochimiquement par I’inuline qui représente leur
principal glucide de réserve. Enfin elles sont riches en dérivés polyacétilénique et en lactones
sésquiterpéniques. On peut classer les astéracées en deux grandes classes :

1. Les Astéracées a latex : chichorées et plantes affines (Pissenlit, Salsifis Laitue...... ).
2. Les Astéracees a résine et a essence, généralement sans latex : chardons, Bleuet,
Bardane, Armoise, Camomille......... [2].

I1-1-2- Le genre Scolymus :

Le genre Scolymus appartient a la famille des Astéracées qui sont une famille
appartenant aux Dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 espéces
décrites dont 750 endémiques, C'est une des familles la plus importante des Angiospermes.

Ce sont presque toujours des plantes herbacées avec souvent des racines charnues :
rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes [3].

Cette famille présente des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles ou
vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes
charnues [4].

Le genre Scolymus comprend 3 especes le S. hispanicus le S. maculatus et le
S. grandiflorus. Ce sont des chardons qui se caractérisent par des capitules homogames,
multiflores avec des fleurs ligulées, tous hermaphrodites involucres a bractées imbriquées sur
plusieurs rangs; portant par ailleurs un involucre supplémentaire constitué par des bractées

pectinées épineuses [5].

11-1-3-S. hispanicus :

C’est une plante bisannuelle qui atteint jusqu'a 1,20 m et méme plus, elle est
caractérisée par des tiges a ailles interrompues, trés rameuse. Bractées externes de 1’involucre
non cupidée, ses capitules sont plus petits que les deux autres espéeces a involucre non

supplémentaire de 3 bactées, Feuille caulinaire, largement amplexicaules [5].
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Figure 5 : S. hispanicus

I1-1-4- S. maculatus :

C’est une plante annuelle. Qui atteint Im et peut méme le dépasser elle est caractérisée
par Tiges blanches, glabres, a 2-4 ailes tres larges, épineuses et pourvues d'une trés large
marge cartilagineuse et blanche.

Capitules involucrés par 3-5 bractées supplémentaires a tres longues épines rigides des
capitules tous terminaux, disposés en inflorescences avec des Akénes surmontés d'une

couronne courte, denticulée et inerme [3].

Figure 6 : S. maculatus

11-1.5 S. grandiflorus:

Nom scientifique S. grandiflorus

Nom vulgaire zernije

Classification

Regne : plante

Embranchement : spermatophytes (angiosperme)
Classe : dicotylédones

Famille : Astéracées.

Genre : Scolymus.
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Plante : vivace de 15 a 50 cm dressée

Figure 7 : S. grandiflorus

Pilosité : pubescente

Tiges : a fortes ailes ininterrompues (sauf a la base), épineuse, simple, terminée par 1 a
5capitules sensilles enveloppés de 3 bractées (6 au capitule terminal)

Bracteées : rigide, coriaces longuement acuminées, armées a la base de fortes épines raides.
Feuilles : oblongue ou linéaire profondément découpée a segment étroits, les caulinaires
décurrentes.

Involucre : a folioles macaronées, les extérieurs ovales, les moyennes oblongues.

Fleurs : jaunes deux fois plus grandes, soit environ 3cm de diameétre

Fruit : akénes surmontés de 2 ou 3 soies.

Fleures Racines plante

Figure 8 : Racines et fleures de S. grandiflorus
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11-2- Distribution géographique de la plante :
Cette espéce est beaucoup trouvée dans le nord-ouest de 1’Afrique Algérie, Maroc,

Tunisie, Libye, on peut aussi la trouver en France, Italie, Turquie, Liban ...... [6].
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Figure 9 : Distribution géographique du S. grandiflorus

11-3. Domaine d’application traditionnelle du genre Scolymus :
11-3-1- S. hispanicus :

Une enquéte menée auprés des herboristes a montré que le S. hispanicus s’emploie
traditionnellement pour faire passer les calculs rénaux [7], en outre pour se débarrasser des
vers intestinaux, dans le domaine culinaire, cette plante est trés utilisée dans la région de la
méditerranée comme salade, les gens coupent 1’écorce et les racines et ils lui ajoutent de

I’huile d’olive, aussi elle est ajoutée a la préparation des soupes.

I1-3-2- S. grandiflorus :

Cependant, les enquétes menées aux prés des herboristes dans le domaine de la
phytothérapie révélent que le genre S. grandiflorus est traditionnellement utilisé comme
reméde contre les maladies de 1’estomac, comme fortifiant, contre les calculs rénaux , pour les
infections urinaires, aussi contre les hémorroides et pour la maladie celiaque. Dans le
domaine culinaire, les racines participent dans la préparation du fameux mélange de plantes

ayant un effet bénéfique pour la santé (Berkoukes).
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11-3-3- S. maculatus :

D’apres la recherche qu’on a mené cette espeéce n’est pas utilisé traditionnellement

elle est juste citée comme une mauvaise herbe [8].

I1-4- Travaux scientifique réalisés sur le genre Scolymus :

La recherche bibliographique que nous avons réalisée sur le genre Scolymus a montré :

- Qu’en 1997 des études ont était mené sur I’extrait éthanolique de 1’écorce et de la
racine de S. hispanicus, son composé principal 1’acétate de Taraxasteryl a montrer une
activité antispasmodique sur I’iléon des rats isolé [9].

- En 2009 une équipe de chercheurs a testé I’activité antifongique de I’extrait hydro
alcoolique de S. hispanicus qui a inhibé le développement d’un champignon (Botrytis cinerea)
a 4% [10].

- En 2013 des scientifiques ont étudié le potentiel thérapeutique des extraits aqueux-
méthanol de S. hispanicus contre le diabete type 1 qui a été provoquépar une injection de la
streptozotocine (65mg/kg de poids corporel) chez des rats aprés une semaine de 1’injection,
puis ils ont administré a ces rats des extraits de plantes a des doses de 100 mg/kg de poids
corporel par jour pendant 28 jours. Les résultats ont montré que I’extrait du S. hispanicus
(p<0,05) a modifié a jeun le niveau de glucose dans le sang [11].

- En Turquie les écraser d’écorces et de racines de S. hispanicus est commercialisés

pour un médicament prescrit pour faire passer les calculs rénaux et de la vessie [12].
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I11-1-Méthodes utilisées pour I’extraction des HES :

Les hydrodistillations ont été réalisées avec un appareil du type Clevenger. On place
400 g de la matiére végétale seche dans 4 litres d’eau puis on chauffe I’ensemble pendant une
durée de 5h. Aprées on récupere les vapeurs refroidies. Enfin, les HEs sont conservées dans
des flacons de verre ambrés a une température de 4°C. Les rendements sont calculés par

rapport a la masse de végétal frais.
I11-1-1 Calcul du rendement :

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue et

la masse du matériel végétal a traiter.

Rd%= (M1/m0)*100

Rd : rendement en HE
m1 : masse en gramme d’HE

mO : masse en gramme de la matiere végétale

I11-2- Méthodes d’identification chimiques des HEs :
I11-2-1 Analyse par CPG/FID :

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
GC, équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettant la détection des
composants, d’un injecteur diviseur et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i; épaisseur du
film : 0,25 um) respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthyléne glycol) et apolaire (Rtx-1,
polydiméthyl-siloxane).

Le gaz vecteur est I’hélium (1mL/min) avec une pression en téte de colonne de 25 psi.
La température de I’injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C. La programmation
de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mm, puis en un palier de 45
mm a 230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/50. La
quantité de I’huile injectée est de 0,2 pL. Pour chacun des composants, les indices de
rétention polaires et apolaires sont calculés a partir des temps de rétention d’une gamme

d’étalons d’alcanes.
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I11-2-2 Couplage CPG/Spectrométrie de masse :

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL, doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i. épaisseur du
film : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé a un détecteur de masse Perkin
Elmer Turbo Mass. Le gaz vecteur est I’hélium (ImL/min) avec une pression en téte de
colonne de 25psi. La température de I’injecteur est de 250°C. La programmation de la
température se fait en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mm, puis en un palier de 35 mm a

230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/80.

I11-3- Activite antioxydante :
I11-3-1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable qui absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm.

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des
molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite
(diphényl picryl-hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 517 nm, ce qui Se traduit par
une diminution de 1’absorbance [1].

Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005) [2] avec des Iégeres modifications
qu’on a apportées , la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,6 mg de DPPH
dans 100 mL de méthanol .Des solutions a différentes concentrations de 1’huile essentielle et
I’extrait d’hydrolat ou standard (BHT) sont ajoutés a un volume complémentaire de DPPH, le
mélange est laissé a ’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle
négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’activité

antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :
AAR% = [Abs48h (échantillon)/Abs48h (BHT)] x 100.
Calcul des I1Csg:

ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECsq (Efficient concentration

50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
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Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits testées.
111-3-2 Réduction du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe*" présents dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du
fer ferrique (Fe**) en couleur bleue vert du fer ferreux (Fe*"), I’intensité de cette coloration est

mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé est celui de Wang et ses collaborateurs [3], ou :
2,5mL de I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 0,5 mL d’une solution
tampon phosphate (pH= 6.6) et 0,5 mL d’une solution de potassium ferrocyanide a 1%. Le
tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 0,5 mL
d’acide trichloracétique a 10% est ajouté pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000g pendant 10 min. 1 mL du surnageant sont ajoutés a 0,5 mL d’eau distillée
et 0,3mL d’une solution de chlorure de fer (FeCls) & 0.1%.

Apreés incubation & température ambiante et a I’obscurité, la lecture des absorbances se

fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

I11-4- Activite antifongique de I’HE :

111-4-1-Les souches :

Les souches utilisées sont : Aspergillus flavus ; Aspergillus niger ; Trichoderma sp ;

Rhizopus oryzae et Penicillium sp. (Laboratoire d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels

; faculté des sciences, Tlemcen - Algérie).

111-4-2-Le milieu de culture:

Milieu PDA “potatoes dextrose agar” (Par Litre: Extrait de pomme de terre 4g ;

Dextrose 20g ; Agar 15g).

111-4-3-Méthode:
La détermination de l'activité antifongique a été accomplie par la diffusion du disque

d'agar selon la méthode de comité national des cliniques de laboratoire standard(1997). Les
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HEs sont diluées dans le Tween 80 (1:2;1:4 ;1 :8 et 1:16) (Figure 10) pour avoir une
gamme de concentrations. Les essais sont effectués en utilisant la méthode de diffusion en
disque rapportée par Murray et al., (1995) et employant 100 uL de suspension contenant 10*
spores / mL de champignon sur le milieu PDA. Les disques (de 6 mm de diamétre)
imprégnés par 10 pL de la solution d'extraits et de Tween 80 (comme contr6le négatif) sont
placés sur le milieu PDA. L’incubation a été effectuée dans une étuve a la température de 25
+ 2°C pendant 5 a 7 jours. Les diametres des zones d'inhibition sont considérés comme une
mesure de l'activité antifongique et chaque test est répété deux fois [5].

Le pourcentage d'inhibition de la croissance fongique est calculé par la formule suivante:

% Inhibition = (Dtest / Deontror) X 100

Diest : diamétre de la zone d'inhibition.

Dcontror - diametre de la boite de pétri.

- .
& imx  Ned N
- (3100 pL (300 ple™
I:l Tl HIE +
TCHY pnl. DS
1:4 1:3

1:2 1116

Figure N°10: Schéma de dilution de I'HE.

I11-5- Activite larvicide:
I11-5-1- Evaluation de I'efficacité de I’HE sur Ceratitis capitata:

Dix individus de chacun des stades de Ceratitis capitata (adultes, pupes et larves) sont
mis dans des bocaux en verre contenant une quantité du milieu de culture, composé de 30%
de levure et 70% de sucre, ainsi qu'une éponge mouillée pour assurer I'hygrométrie. Ceux-ci
sont traités a différentes doses d’HE. Des lots de témoins sont réalisés en paralléle, sans avoir
mis de I'HE. Trois répétitions sont effectuées pour les doses et pour le témoin. Les bocaux
sont fermés hermétiquement pour éviter I'évaporation de notre produit et maintenus dans les

mémes conditions de températures et d’humidite.
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111-5-2- Correction de la mortalité :

Nous avons estimé les mortalités des populations pour chaque bioessai. Les
pourcentages de mortalité sont corrigés par la formule de Schneider-Orelli :

MC (%) = 100x (M-MT) / (100xMT)
MC : pourcentage de mortalité corrigée ;

M : pourcentage d’individus morts dans la population traitée ;

MT : pourcentage d’individus morts dans la population témoin.
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IV-1- Composition chimique de I’HE des racines de S. grandiflorus :

A notre connaissance, il n’y a aucune donnée disponible sur I’HE de S.
grandiflorus. Dans cette partie, nous présentons les resultats de notre étude sur les HEs de
cette plante préparée a partir de végétal récolté dans 1’ouest Algérien. Le matériel végétal a
été récolté durant la période de janvier 2016. Il a été hydrodistillé durant 5 heures dans un
appareillage du type Clevenger avec un rendement de 0,07% par rapport a la masse de

végetal frais.

Figure 11: Montage d’hydrodistillation de type Clevenger

L’huile essentielle des racines est analysée par CPG-Ir et CPG/SM-IE. Un
total de sept (07) composés a été identifié. L’HE de S. grandiflorus que nous avons
étudié, est caractérisé par une prédominance de composés sesquiterpeniques
oxygénes qui représentent en effet plus de 67 % de la composition chimique globale
(Tableau 1).

Les composés sesquiterpéniques identifiés dans 1’HE des racines de S.
grandiflorus sont la cis Davanone (65.2 %), Davanone D (1.9 %), Davanone B (1.7
%) et la Davanone C (1.3 %).
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Figure 12 : (a) Cis Davanone ; (b) : Davanone C, B et D
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Figure 13 : Spectre de masse de la cis Davanone

IV-1-1 Caractéristiques organoleptiques de I’HE extraite :

Ces caractéristiques sont groupées dans le tableau suivant :

Tableau 1: caractéristiques organoleptiques de I’HE de S. grandiflorus

Huile de S.
grandiflorus

Caractéristiques organoleptiques
Odeur

terre

Couleur Aspect

jaune Gras

IV 2- Activité antioxydante de ’HE de S. grandiflorus :

IV-2-1-Introduction :
La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I’HE de S. grandiflorus a été

réalisée par 2 méthodes (piegeage du radical libre DPPH, la réduction du fer

FRAP).

L
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IV-2.2. Test de piégeage du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle et de 1’antioxydant standard (acide
ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a ¢té évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
(DPPH®) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517 nm. Cette capacité de réduction est

déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances antiradicalaires [1].

Figure 14 : Réduction du radical DPPH du violet au jaune par I’H.E de S. grandiflorus

Tableau 2 : % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de I’H.E de

S. grandiflorus et de I’acide ascorbique a différentes concentrations.

Echantillons Activité antioxydante
Concentration (pg/mL) 5 10 15 20 30
Huile Effet du balayage sur le DPPH (%) 2135  46.0 65.0 7447 9493
S.grandiflorus DPPH ICs (ug/mL) 11.3
Concentration (pug/mL) 20 40 60 80 100
Acide Effet du balayage sur le DPPH (%) 26.32 4810 66.66 86.35 99.23
ascorbigue  DPPH ICs (ng/mL) 43.2

Les résultats du pouvoir antioxydant de I’huile testée montrent que le pourcentage
d’inhibition est supérieur a 90% a la concentration de 30 pg/mL (Tableau 3). D’autre part, la
valeur de I’ICsp déterminée en pg/mL exprime la concentration efficace de 1’extrait
antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de moles de DPPH (Tableau
3).

Selon les résultats enregistrés, I’HE est doté d’un trés grand pouvoir antioxydant, sa
concentration ICsg est de 11.3 pg/mL presque 4 fois inférieure a celle de 1’acide ascorbique

dont la valeur est de ’ordre de 43.2 pg/mL. Il a été démontré que les molécules antioxydantes
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telles que I’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le
DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogene [2]. Les composés sesquiterpeniques
oxygénés contenus dans I’huile de S. grandiflorus sont probablement responsables de

I’activité antioxydante de cette huile.

1VV-2.3. Test de réduction du fer FRAP :

L’activité antioxydante de I’huile de S. grandiflorus a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible [3]. Il est
universel et peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits
organiques et aqueux [4].

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe**/
complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel a
700 nm [4].

En d’autre termes, le systéeme FeCls/KsFe(CN)g confére a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi-quantitative » des concentrations des antioxydants, qui

participent a la réaction redox [5].

Figure 15 : Réduction de I’ion ferrique du jaune au vert par ’HE de

S. grandiflorus

Le pouvoir réducteur de I’HE de la plante est dose dépendante (concentration
dépendante). A la concentration de 20 pg/mL, le pouvoir réducteur de I’HE de S. grandiflorus
est largement supérieur (DO=2.13) et qui est pratiquement égale a celui de 1’acide ascorbique
(DO= 2.45) (Figure 16). Le pouvoir réducteur de cette HE est probablement dd a la présence
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de composés qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants
sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants [6].

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
[7,8].
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Figure 16: Pouvoir réducteur de I’HE de S. grandiflorus. et de I’acide ascorbique

L’étude de I’activité antioxydante de I’HE de I’espéce S. grandiflorus selon la
méthode de la réduction du fer et celle du piégeage du radical libre DPPH a montré que cette
huile posséde une trés bonne activité antioxydante. Cette huile pourrait donc constituer une

alternative a certains additifs synthétiques.

Il est donc trés probable que cette HE contient des composés qui peuvent présenter une
activit¢ comparable a celle de 1’acide ascorbique. Des recherches complémentaires sont

nécessaires pour identifier, isoler et purifier ces constituants.

IVV-3- Activité antifongique in vitro de I’HE :
Les maladies des plantes continuent a jouer un réle majeur dans la limitation de la

production agricole, en particulier dans les cultures gérées de maniere intensive. Toutefois, les
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préoccupations concernant la sécurité alimentaire, la qualit¢ de I'environnement et la
résistance aux pesticides ont dicté la nécessité pour les techniques de lutte antiparasitaire [10].

Les effets inhibiteurs de I'HE ont été évalués sur quatre champignons pathogenes
responsables de la pourriture des fruits et léegumes: Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Fusarium., sp, et Trichoderma., sp. Les résultats in vitro du traitement des champignons par

I’huile S. grandiflorus sont présentes dans le tableau 4.

Tableau 3: Effets de ’HE sur la germination des spores de microorganismes testés.

Microorganisms Huile essentielle

Testes 5 uL/mL 10 pL/mL 15 plL/mL
Aspergillus sp., 00+ 00 00+ 00 00 + 00
Penicillium sp., 00 £ 00 00 £ 00 00 £ 00
Fusarium sp., 0000 0000 0000
Trichoderma sp., 100 £ 00 100 + 00 100 + 00

L’HE des racines de S. grandiflorus exerce une activité antifongique significative a
seulement 5 uL/mL d’essence est inhibé avec un pourcentage de 100 % la souche de
Trichoderma sp., cependant, aucune activité vis-a-vis des autres moisissures a été observée.
Les résultats sont présentés dans le tableau 4.

Dans ce travail, la réduction de la croissance des colonies du mycélium en présence de
I’HE de S. grandiflorus montre que I’huile testée contrdle efficacement la souche
Trichoderma., sp. Cette efficacité s'explique par la présence de molécules actives qui inhibent
la croissance des champignons phytopathogenes. Cette activité de I’'HE est probablement
associée a la grande quantité de composes sesquiterpéniques, en particulier a la composante

principale : la Davanone.
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Figure 17 : résultat de I’activité antifongique de I’He de S. grandiflorus.

IV-4- Etude de I’activité larvicide de ’HE :

L'utilisation des insecticides de synthese, de plus en plus réglementée pour la
protection de I'environnement, est a I'origine de nombreux cas de résistance chez les insectes.
Dans ce contexte, le recours a des molécules naturelles (d'intérét écologique et économique)
aux propriétés insecticides ou insectifuges, se révéle étre une démarche alternative a I'emploi
des insecticides de synthese.

L’objectif de ce travail, consiste a I'évaluation du potentiel larvicide de I’'HE de S.
grandiflorus sur Ceratitis capitata. Les résultats de 1’exposition des larves, des pupes et des
mouches de la Ceratitis capitata a I’HE de S. grandiflorus durant 24H sont présentés dans le

tableau 5.

Tableau 4: Efficacité larvicide de I’HEde S. grandiflorus contre la Ceratitis capitata .

Concentrations Pourcentage de mortalité
(UL/L air) Pupes Larves Mouches
2.5 20+1.2 13.33x1.2 10+£1.6
10 30+16 16.66 + 2.6 20+ 3.6
25 45+2.1 20.33+2.3 58.66 + 2.1

Aprés avoir exposé des larves du stade 3, des pupes et des mouches de la Ceratitis
capitata aux différentes concentrations, il ressort que les tests d'activités larvicides réalisés sur
I’HE indiquent une relation directe des pourcentages de mortalité des larves, des pupes et des

mouches avec la concentration en HE (Tableau 5).
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Figure 18 : Iactivité larvicide sur les différents stades de vie de Ceratitis capitata par
I’HE de S. grandiflorus

La mortalité des larves, atteint des taux inférieurs a 20.5 % pour les 03 concentrations

testées. Cependant, pour une concentration de 25 pL/L air, le test de ’activité larvicide sur les
pupes, montre que le pourcentage de mortalité a atteint un taux de 45 %, alors que pour les
mouches, il a atteint un pourcentage de 58.66 %. De I'ensemble de ces résultats un premier
classement de l'efficacité toxique de 1’huile testée sur les différents stades est mis en évidence,
ainsi I’huile est plus toxique sur les mouches, les pupes et enfin les larves. Ces résultats, bien
qu'ils soient préliminaires, illustrent bien l'intérét que présente I’huile de S. grandiflorus dans
la lutte anti-larvaire, avec un effet concentration-dépendant. Cette activité est aussi
etroitement liée a la grande quantité de composés sesquiterpéniques et ou des composés

minoritaires de cette HE.
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Conclusion générale

L'Algérie dispose d’une trés grande variété végétale et posséde de nombreuses plantes
utilisées en médecine traditionnelle et qui ne sont pas évaluéees scientifiqguement. Parmi elles,
notre plante S. grandiflorus de la famille des Astéracées qui n’a jamais fait 1’objet d’aucune
étude chimique ni biologique.

Cette étude s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche de 1’équipe des Huiles
essentielles du laboratoire de substances naturelles bioactives de 1’université de Tlemcen,
Algérie. L’objectif principal de ce travail est de fournir des informations scientifiques
objectives sur cette plante utilisées en médecine traditionnelle donc cette plante nous permet
d’une part la connaissance de la composition chimique de cette HE et de tester son activité
biologique d'autre part.

De ce travail il ressort que I’H.E de S. grandiflorus est, décrite pour la premiere fois.
Elle s’est avérée particulicrement intéressante d’un point de vue analytique elle est
caractérisée par une prédominance de composés sesquiterpeniques oxygénés qui
représentent en effet plus de 67 % de la composition chimique globale de I’'H.E de
Ses racines.

Dans I’H.E de S. grandiflorus nous avons aussi trouvé un nouveau composé naturel
non identifié avec un pourcentage de 15.5 %

L’activité antioxydante de H.E a été déterminée par deux méthodes, DPPH et FRAP
dont les résultats montrent que I’H.E des racines de S. grandiflorus posséde une activité
antioxydante quatre fois supérieure au témoin (BHT), c’est probablement les composés
sesquiterpéniques oxygénés contenus dans cette huile qui sont responsables de cette activité
antioxydante.

Au cours de cette etude nous avons réalise également un test antifongique sur quatre
champignons pathogénes responsables de la pourriture des fruits et Iégumes: Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium., sp, et Trichoderma., sp. les résultats ont montrer que I’'HE des
racines de S. grandiflorus exerce une activité antifongique significative qui a inhibé avec un
pourcentage de 100 % la souche de Trichoderma sp., cependant, aucune activité vis-a-vis des
autres moisissures a été observée.

Cette efficacité s'explique par la présence des molécules actives qui inhibent la
croissance des champignons phytopathogénes. Cette activité est probablement associée a la
grande quantité de composés sesquiterpéniques, en particulier a la composante principale :

la Davanone.
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Nous avons aussi réaliser une activité larvicide de I’HE des racines de S. grandiflorus
sur les pupes, les larves et les mouches de la Ceratitis capitata , il ressort que cette activité
indique une relation directe des pourcentages de mortalité des larves, des pupes et des
mouches avec la concentration en HE qui a atteint un porcentage de 58,66% de mortalité des
mouches ce qui s’avere tres intéressant concernant 1'efficacité toxique de 1’huile testé sur les
differents stades. Ces résultats, bien qu'ils soient préliminaires, illustrent bien I'intérét que
présente I’huile de S. grandiflorus dans la lutte anti-larvaire, avec un effet concentration-
dépendant.

Cette activité est aussi étroitement liée a la grande quantité de composés
sesquiterpéniques et ou des composés minoritaires de cette HE. Sachant que ces
résultats sont prometteurs et que cette plante se caractérise par des molécules particuliérement

intéressantes et qui demandent d’étre exploitées, nous proposons comme perspectives de :

e |dentifier, isoler et purifier ces constituants ;
e Tester son pouvoir anticancéreux ;

e Faire une étude toxicologique de cette HE.

@





