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INTRODUCTION

Pendant des siecles, 'Homme s'est toujours sggnédes plantes, de maniere empirique,
guidé par la tradition ou les coutumes. La plupiet grands meédecins du passé ont été des

phytothérapeutes.

Les vertus thérapeutiques des plantes ont été im@#ees depuis lors et leurs précieuses
caractéristiques se sont transmises oralement @a@n en génération ou consignés dans les
vieux écrits. Les remedes de bonne réputation @vatu malgré le développement de la médecine

moderne qui est venue marginaliser le recours exhniques médicales naturelles.

Bien qu’'une grande partie du XXéme siecle ait &ésacrée a la mise au point de
molécules de synthese, la recherche de nouveautsggearmacologiques actifs via le screening de
sources naturelles a résulté dans la découverte gfand nombre de médicaments utiles qui

commencent a jouer un réle majeur dans le traitéaenombreuses maladies humalfibes

La recherche de nouvelles molécules doit étreeprite au sein de la biodiversité végétale
en se servant de données ethno pharmacologiquée &mproche permet de sélectionner des
plantes potentiellement actives et d’augmenter ifsigtivement le nombre de découvertes de

nouveaux actifs.

Kerharo et Adam [2], rapportent qu'en meédecine traditionnelle, cegaorganes de
plantes, telles que les feuilles, les écorcestdemes sont utilisées dans le traitement d’affecti

courantes.

C’est pourquoi, il est important de faire une éasin scientifique des plantes de notre pays
afin den obtenir un maximum d’informations relas/ a leur efficacité toxicologique,

physiologique, pharmacodynamique, corrélée paptiesipes actifs qu’elles contiennent.

De telles études permettraient de mettre au p@stndeédicaments utilisables dans les soins

de santé primaire a moindre co(t.

Actuellement, les plantes aromatiques possédeatawrti considérable grace a la découverte
progressive des applications des leurs huiles tisles dans les soins de santé ainsi que leurs
utilisations dans d'autres domaines d'intérét émimae. Leurs nombreux usages font qu'elles

connaissent une demande de plus en plus fortesunarchés mondiaux.

Ainsi, pour les plantes étudiées, plantes pourdeles il n'‘existe pas assez de travaux sur
leurs huiles essentielles, notre préoccupation umajeétait d'abord connaitre la composition
chimique des huiles essentielles qui en sont éetravant d'envisager quelle pourrait étre leurs

activités biologiques et d'autres utilisations jjuss. Dans ce contexte, nous nous sommes
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intéressés a une famille de plantes des Astérat@€xntaurea acaulispour lesquelles aucun

travail scientifique n'avait été réalisé sur soileheissentielle et ses activités biologiques.
Dans cette optique, nos principaux objectifs sam&Ent comme suit:
-Extraction des huiles essentielles des racinds®parties aeriennes.

-Détermination de leur composition chimique pardé&rentes méthodes d’analyses : CPG
et CPG-SM.

-Evaluation, in vitro, des activités biologiquesantibactérienne, antifongique et

antioxydante.

-Evaluation in vivo des activités antifongique aentle développement de quatre

champignons d€itrus sinensis.
Le présent mémoire se subdivise en trois parties :

» La premiere partie passe en revue les généralitéses huiles essentielles et la
description botanique de I'espece étudiée.
» La deuxiéme partie est consacrée aux résultatsineuprétation et discussion.

» Latroisiéme partie s'articule au matériel et médsoutilisées.



Partie 1 : Syntheses Bibliographique
| : Description botanique deCentaurea acaulis:
1. Généralité sur la plante :

1.1. Caractéristiques :

Le genre botaniqu€entaurea a ne pas confondre avec les especes du @emwtaurium de la
famille des Gentianacées, regroupe de nombreusedepl de la famille des Astéracées (ou
Composées), assez proches des Chardons et des om@es qui s'en distinguent notamment par
leurs feuilles non épineuses. Les centaurées smpldntes herbacées annuelles, bisannuelles ou
vivaces, a feuilles alternes. Comme pour toutesclawmposées, les fleurs, ou fleurons, sont
disposées en capitule, entourées d'un involucreraetées. Dans le cas des centaurées, les fleurs
sont toutes tubulées, celles de la périphérie @uustériles) s'ouvrant largement en cinq lobes.
Leur couleur varie le plus souvent entre le rosg@durpre et le violet, mais il existe aussi quetju
especes a fleurs jaunes. L'involucre est composbraletées inégales sur plusieurs rangs, a la
maniére des artichauts. Ces bractées peuventibdesqcas le plus fréquent) ou épineuses. Leur

observation est essentielle pour déterminer legoesp[3]. ce genre comprend 500-600 espéces [4]

1.2.L’espece :Centaurea acaulis:

Figure 1 : Centaurea acaulis

La Centaurea acauli®u centaurée acaule est une magnifique centaguésemble surgie de terre.
Trés rare en France, elle n'est connue que dargugsestations. Naturalisée en Espagne et en
Sicile, elle est originaire d'Algérie. C’est un@@se non répertoriée dans les flores classiquass No
avons tres peu d'informations sur cette espece. £txpose en plein soleil. Nécessite un sol
drainant. Tolére les sols pauvres, et la sécherédke est suffisamment robuste pour réussir en

extérieur dans de nombreuses parties du pays [5].



La répartition géographique, centré sur la Méditege, en fait un excellent exemple pour les études
de I'histoire biogéographique de cette région rimhbiodiversité.
2. Classification :

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
Classe : Dicotyledones

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre :Centaurea

Espece Centaurea acauli§3]

3. Description botanique :
Plante : vivace, vert cendré, a souche couverte pardbsigldes anciennes feuilles
Tige : absente mais pédoncule pouvant mesurer plusientsnétres

Feuilles: a rachis raide, lyrées, a 10-15 lobes mous,egyaln peu pointus, ondulés, le terminal

plus grand

Bractées: longues, acuminées, épineuses

Involucre : globuleux, gros

Ecailles: appliquées, scarieuses, a appendice décumrangd a cilié
Fleurs : jaunes, en téte globuleuse

Fruit : akénes comprimés a aigrette double, l'intermégee, plus courte
Milieu principal : Lieux secs

Etage, altitude : Plaine

Répartition : Tres rare, Gard, Hérault, Aude. Espagne, Italigerie
Floraison : Awril

Autre synonymie: Menomphalus acauli@d..) Pomel, Colymbada acaul{s.) Holub|[6]
4. Utilisation traditionnelle :

Il n'ya aucune citation pour l'utilisation traditimelle deCentaurea acaulisPour les

propriétés thérapeutiques de quelques autres esgegenré&entaureanous citons :
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4.1. Centaurea maroccana:
Elle a un effet protecteur contre I'hépatotoXédit].
4.2. Centaurea chamaerhaponticum Ball :

Elle a un effet Contre les palpitations, et ellewdsisée pour le traitement des maladies du

foie, de I'estomac et de l'intestin [8]
4.3. Centaurea montanal. :

Le thé de centaurée s'emploie en cas de dyspegifiieu{té de digestion), et comme
diurétique. On en fait aussi des compresses caéimapour les yeux. Il combat aussi le

refroidissement [7] [8].
4.4. Centaurea pullata L., et Centaurea grisebachii (Nyman)

Elle a un effet analgésique contre des doslabdominales induites par I'acide acétique. Car

elles peuvent étre thérapeutiquement utile paénaer la douleur inflammatoire [9].
5. Travaux déja réalisées sur les huiles essentiellés genreCentaurea :

Ma recherche bibliographique n’a révéler aucunadilasur les huiles essentielles @entaurea

acaulis
5.1. Centaurea armena et sessilis:

Les huiles essentielles deéentaureasessilisséchés a l'air e€Centaurea armenabtenues par
hydrodistillation ont été analysées par CPG et (GRG-Une vingtaine de composants ont été
identifiés dans les huiles essentielles et la ppale composante de ces taxons est béta-eudesmol
dans les ratios de 12,4% et 19,3% p@entaurea sessilis et Centaurea armerespectivement.
L'activité antimicrobienne de I'huile essentieltdlée des deux plantes ont montré une activité
antibactérienne modérée contre les bactéries Gamitiyies et Gram-négatives. Cependant aucune
activité antifongique n’a été observée contre lempignons [10].

5.2. Centaurea pannonica et Centaurea jacea :

La composition chimique et l'activité antimicromme des huiles essentielles obtenues par
hydrodistillation deCentaurea pannonicgHeufel) Simonkaet Centaurea jaced. (Asteraceae), ont
été étudiés. Les huiles essentielles ont été amedygar CPG et CPG-SM. Quarante-cing et vingt-
neuf composés ont été identifies dans les deuxesuilespectivement. L’huile d€entaurea
pannonicaétait riche en acides gras (43,7 %), avec l'abitetadécanoique (34,0%) et (Z, 2)
d'acide-9,12-octadécadiénoique (8,6%) comme lescipaux composés. En revanche, ['huile
essentielle d€entaurea jacea été dominée par les sesquiterpenes oxygén9@i3jont I'oxyde
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de caryophyllene (23,5 %) et spathulenol (8,9%jegtales principaux constituants. Cependant,
I'huile a été également caractérisée par une dractiacide gras importante (15,5%), avec l'acide 9-
octadécanoique (8,9 %) et l'acide hexadécanoig®éof6étant les principaux composants. Les
activités antimicrobiennes des huiles essentiebes montré une activité antimicrobienne

significative, en particulier contre les bacté@eGram positif11].
5.3. Centaurea bracteata et Centaurea pannonica ssp. pannonica:

Ce document porte sur les composants volatils deleshessentielles provenant des parties
aeriennes et les racines (entaurea BracteatéScop et les parties aériennes @entaurea
pannonica (Heuffel) Simonkai ssp pannonica Les composants volatiles, obtenues par
hydrodistillation, ont été déterminés par analy$85Cet CPG-SM. Un total de 91 composés a éte
identifié. Tous les échantillons ont été caracésriprincipalement par des hydrocarbures (de 7,1 a
34,1 %), des acides gras (de 9,7 a 45,9 %) etasepigerpénes oxygénes (de 15,2 a 16,6 %). Les
principales composantes des échantillons étaiestdé hexadécanoique (de 8,1 a 31,1 %),
nonacosane (de 0,6 a 13,4 %) et l'oxyde de caryiépey (de 04.05 a 11.09 de %). Les
monoterpénes, hydrocarbonés et oxygénés, étaisen@bou présents en faibles quantités dans

toutes les huiles [12].
5.4. Centaurea amanicola, Centaurea consanguinea DC, et Centaurea ptosimopappa :

Les constituants volatils des parties aériennes Ca@mtaurea amanicolaHub., Centaurea
consanguineaDC., et Centaurea ptosimopappandémiques de Turquie, ont été extraites par
hydrodistillation et analysé par CPG et CPG-SM. &dments au total ont été identifies. Les
sesquiterpénoides, les acides gras et les compad#&mnylés sont les éléments les plus abondants
dans les huiles. L'acide hexadécanoique et le JZacide-9,12-octadécadiénoique ont été les
principaux acides gras présents dans tous les @@ examinés. L'étude de I'activité biologique

des huiles a montré une action principalement edets agents pathogenes Gram-positifs [13].
5.5. Centaurea sibthorpii :

Les constituants volatils des parties aériennesilastborpii Centaurearecueillis en Grece ont été
extraits par hydrodistillation et analysées par CBGCPG-SM. 63 éléments au total ont été
identifiés. Les acides gras et composés sesquiteipes étaient des éléments les plus abondants
dans l'huile. L’étude de I'activité antimicrobiende I'huile sur bactéries Gram-positives et Gram-

négatives, n’a montré aucune activité [14].

5.6. Centaurea nicaeensis All., Centaurea parlatorisHelder et Centaurea solstitialisL. :



Les constituants volatils des capitulesGintaurea nicaeensill., Centaurea parlatorigdelder et
Centaureade L. ssp.schouwii(DC.) ont été extraites par hydrodistillation etlgsé par CPG et
CPG-SM. 113 éléements au total ont été identifiéss hBcides gras et les hydrocarbures sont les
eléments les plus abondants dans les huiles. lyomayllene et I'oxyde de caryophyllene ont été
les principaux composeés de la fraction de sesqpéditey. L'étude de l'activité biologique des huiles

ne montre pas d'activité significative [15].
5.7. Centaurea gracilenta et Centaurea ovina ssp. besserana :

Les huiles essentielles @zntaurea gracilent&elen. (CG) eCentaurea ovindall. ExWilld. Ssp
Besserana(DC.) (COB), ont été étudies par CPG et CPG-SM. rgnia-cing cOmposeés
représentant 90,1% de I'huile de CG, et 68 compdeéSOB, représentant 91,9 % de I'huile, ont
éteé identifiés. Les huiles sont riches en sesqétaides (33,4 % pour les CG et 27,3% pour COB),
les hydrocarbures (28,3 % pour les CG et 10,7 % @B) et des composés carbonylés (12,7%
pour les CG et 13,1% pour COB). Les acides grasrétabondants que pour COB (31,3 %). Le
béta-eudesmol (12,8%), nonacosane (11,8%) et dypaoonyle (7,5%) ont été reconnus comme
les principaux constituants de CG , tandis quédkabexadécanoique (21,4 %), spathulenol (7,9%),
béta-eudesmol (5,8 %) et I'oxyde de caryophylléné%) étaient les principaux composeés pour
COB [16].

5.8. Centaurea aladagensis::

La Composition chimique de I'huile des partiesex@res de€Centaurea aladagensiendémique en
Turquie distillée a l'eau, a été analysée par CPGRG-SM. L'acide hexadécanoique (39,3%),
'oxyde de caryophyllene (6,6%) et hexahydrofarhesyétone (4,3%) ont été trouvés comme
constituants principaux de l'huile. L'huile a dé&Stée contre 7 micro-organismes pathogenes
humains [17].

5.9. Centaureaformanekii et Centaurea orphanidea. ssp. Thessala :

Les constituants volatils des parties aérienneedetaurea formanekiHalacsy et les parties
aériennes, les capitules et les racinesCamtaurea orphanideddeldr. et Sart. exBoiss. ssp
Thessala(Hausskn.) de Grece ont été extraites par hydibhdigin et analysée. Les principales
composantes dé&€entaurea formanekiétaient l'acide hexadécanoique (13,6%), deltaiém
(9,1%), et spathulenol (6,9%). Les principales cosamtes d€entaurea orphanidessp.Thessala
étaient (26,1%) de spathulenol et I'oxyde de cdryldgne (13,2%) dans les parties aériennes, de
l'acide hexadécanoique (33,5 %) et heptacosan&dbdans les capitules , et I'ester méthylique de

I'acide hexadécanoique (22,0 %) epdehamigrene (14,0 %) dans les racines [18].

5.10. Centaurea eryngiodes Lam. et Centaurea iberica Trev.var. hermonis Bois. Lam
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Les composants volatils des capitulesGintaurea eryngioidelsam. et Centaurea ibericalrev.
var. hermonis Boiss. Lanont été obtenues par hydrodistillation et idersifgar CPG et CPG-SM.

Au total, 91 composants, les acides gras et lagpluges hydrocarbures, ont été identifiés [19].
5.11. Centaurearagusinal. :

Les huiles volatiles obtenues a partir des feuidlesles fleurs d€entaurea ragusind.. ont été
évalués pour l'activité antimicrobienne. Les conitpmss chimiques, déterminées par CPG et CPG-
SM, étaient complexes, avec les sesquiterpénes edmplasse la plus abondante. Non-terpenique
hydrocarbonées ont également été identifies avegraedes quantités, tandis que les acides et
cétones ont été trouvés en grande quantité que lthauile des feuilles. Les aldéhydes, alcools,
esters et autres composés ont été identifiés daguhntités inférieures. L'effet antimicrobien des
échantillons volatiles ont été étudiés a l'aidéaddiffusion du disque et des essais de microdifuti

lls se sont révélés inhiber une large gamme de2bastet de champignons, ce qui provoque une
inhibition de la croissance in vitro a une concatidn de 250 pg/mL. Les huiles volatiles affichées

un grand potentiel anti-bactérien et antifongice@ [
5.12. Centaurea pulcherrima Willd. var. pulcherrima :

Les huiles essentielles deentaurea pulcherrimaVilld. var. pulcherrima (Asteraceae) ont été
isolées par hydrodistillation (HD), micro-ondes (MBt caractérisées par CPG et CPG-SM. Un
total de 58 et 57 composés ont été identifiés, tdaasat plus de 93,7%, et 91,6% de la composition
de I'huile volatile decentaurea pulcherrima&ar. pulcherrima respectivement. Les hydrocarbures
sesquiterpéniques se sont averés étre le pringipape des constituants (HD: 42,4% contre MD:
51,5%). Le composant majeur des huiles Gentaurea pulcherrimavar. pulcherrima était le
germacrene-D (HD, 17,8% contre MD, 23,2%). L'atévantimicrobienne des huiles essentielles
isolés de la plante a également été étudiée, aenilamontré une bonne activité antibactérienne

contre les bactéries gram-positives [21].
5.13. Centaurea drabifolia Sm. ssp. detonsa :

Dans cette étude, la composition de I'huile essiémtét de la capacité antioxydante Centaurea
drabifolia ssp.detonsaont été étudiés. La composition de I'huile essata été identifiée a l'aide
de chromatographie en phase gazeuse - spectrordétieasse. Au total, 41 composés ont été
décrits dans I'huile essentielle. Le germacrend4)8R9 %) a été déterminée en tant que composé
principal de I'huile essentielle. Le contenu phéna total, la capacité antioxydante totale, lextau
d'oxydation de l'acide linoléique, 4€inhibition (en test DPPH) et G&(en réduisant la puissance)
valeur ont été jugés 40,454 mg/mL, 100,840 mg/mi,689 %, 39,584 mg/ mL et de 0,603 mg/

mL, respectivement. Les résultats ont montré aguxgrdit deCentaurea drabifolisssp.detonsaa de
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fortes propriétés antioxydantes et cette espece&iutilisé comme un antioxydant naturel dans

la transformation des aliments et des industri@smphceutiques [22].
5.14. Centaurea arachnoidea et Centaurea montis-borlae:

Les fractions volatiles des feuilles fraiches epittdes deCentaurea arachnoidea et Centaurea
Montis - borlage deux espéces endémiques a I'état sauvage daklpéssApuanes (Toscane, Italie),
ont été isolés par hydrodistillation et analysés @& / FID et GC / MS. Le rendement en huile
essentielle varie de 0,01% a 0,09 % par rappor anatiere fraiche. Une grande variété de
composeés volatils a été détecté dans les espelmsa@panes de la plante examinés, tant en termes
gualitatifs et quantitatifs. Les sesquiterpéneséi@tles principaux constituants, allant de 18,9% a
73,2 %. Les alcools ( de 1,6 a 25,8 %) , les aldéby de 1,5 a 12,0 %), les hydrocarbures ( 1.8 a
11.9 %), les acides ( 0,2 a 25,4 % ), les estdes@,2 a 1,3 %), les monoterpénes ( 0,7-1,4 %), et
divers composés ( de 0,6 a 2,6 %), ont égalemeéntléiectées dans des quantités variables dans

tous les organes [23].
5.15. Centaurea nigrescens et Centaurea stenolepis::

Les constituants volatils des parties aérienne€elgaurea Willd recueillies en Roumanie et de
deux échantillons d€entaurea stenolepis Aerner de la Bulgarie et de la Roumanie ont été
obtenus par hydrodistillation et analysées par @PEPG-SM. Les principales composantes de
Centaurea stenolepitaient 'oxyde de caryophylléne (de 6,9 a 15,8¥Xahydrofarnesyl acétone
(6.5 a 4.4%), heptacosane (6,0 a 4,9%) et guiaesdhyle (de 4,3 a 5,0%). Les principales
composantes d€entaurea nigrescenstaient 'oxyde de caryophyllene (9,9%), béta-snus
(9,5%), spathulenol (7,6%), heptacosane (6,1%ieicgl p-vinyle (5,5%) [24].

Il : les huiles essentielles
1. Définition :
Les huiles essentielles sont des mélanges de camigoglatils et parfumeés fabriquées par

distillation a la vapeur d’eau, par extraction aoyan de solvants ou par pression a froid a paetir d

matieres premiéres végétales.

Ces des substances organiques aromatiques liqgides trouve naturellement dans

diverses parties des arbres, des plantes, desgpice..

Elles sont trés concentrées, volatiles, non hudleust sensibles a la décomposition sous

I'effet de la chaleur.

A la différence des huiles grasses (p. ex. I'hdédgournesol), elles s’évaporent totalement.
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Les huiles essentielles sont considérées commprddsits de premiéere transformation : On
distingue trois catégories d’huiles essentielless huiles brutes ou naturelles, les huiles réetfi

et les huiles fractionnées :

* Les huiles brutes ou naturelles sont obtenuesiptltation d’'une grande quantité de
matieres premieres broyées (branches, aiguillescés, bois, etc.). Elles ne sont pas
raffinées.

* Les huiles rectifiees sont des huiles brutes pe#j c’est-a-dire que certains résidus
laissés lors de la distillation sont éliminés pantrainement a la vapeur.

* Enfin, les huiles essentielles de qualité supéeisont des huiles fractionnées. On les
obtient en séparant les composés volatils en digefsctions, selon leurs points

d’ébullition spécifiques [25].
2. Approvisionnements :

Selon I'essence produite et le systeme de disbilatstilise, une tonne de matiére premiere
permet d’extraire entre six et dix kilogrammes dé@wssentielle. Les producteurs peuvent obtenir

cette matiere premiere de trois sources distinctes.

Certains s’approvisionnent aupres des entreprigesstferes. lls ramassent les rémanents
laissés sur les aires de récolte. D’autres tiraninhtiere premiere dont ils ont besoin de leurs
propres coupes en forét. Enfin, une autre sourgpdobvisionnement est les résidus des haies et des
arbres. Malheureusement, il n'existe pas de staiistrécente sur I'approvisionnement des usines

d’huiles essentielles [25].
3. Utilisation :

Les huiles essentielles sont utilisées principal@gntemme fragrance pour parfumer une
piece ou un produit cosmétique, mais aussi commdica@ents et comme exhausteurs de go0t

dans les condiments.

Sont aussi employées en aromathérapie pour présmanaméliorer la santé et la beauté des

étres humains.

Elles peuvent étre utilisées pour usage extemgal@tions, compresses, massage, bains
aromatiseés, soins des cheveux, diffusion d’aronee), eu interne (infusions, sirops, pastilles, etc.

Chaque huile essentielle a ses caractéristiqueassdonctions qui lui sont propres [25].

4. Les risques potentiels :
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Les huiles essentielles peuvent irriter la peasl,yleux et les muqueuses et provoquer des
réactions cutanées allergiques. Celles dont laositE est faible peuvent en outre, si elles sont
avalées, pénétrer dans les poumons et les endom(niagae d’aspiration).

Eu égard a ces risques potentiels, les huiles #sléesn entrent dans bien des cas dans la
catégorie des produits chimiques dangereux et dbivde ce fait, étre classées, emballées et

étiquetées conformément a la 1égislation y reldds.
5. Classification des huiles essentielles pures :

L’European Flavour and Fragrance Association (EFF#ssociation professionnelle
européenne représentant des entreprises de I'eldsts arbmes et des parfums) a publié un guide

trés utile pour la classification et I'étiquetagardmes et de parfums [26].

S'agissant de ces derniers, le guide contient ihgaliedes indications importantes sur leur

type et leur concentration.
Des extraits des annexes rédigees par I'EFFA sprnbduits dans le présent document.

En principe, les huiles essentielles pures doigé&et considérées comme des substances, car

elles figurent dans I'lnventaire européen des pitsdinimiques commercialisés.

Les fabricants qui ne sont pas en mesure de déterrtées composants des huiles pures
peuvent se référer a la publication de 'EFFA susinanée, qui donne la classification de quelque
220 huiles essentielles pures en se fondant sooraentration maximale de chaque composant
[27].

III. L’hydrodistillation / 'entrainement a la vapeur :

L'entrainement a la vapeur d'eau et I'hydrodigidla constituent les procédés d'extraction
ou de séparation de certaines substances orgarnepi@us anciens, apportés par les Arabes au
IXeme siecle. Cette opération s'accomplit traditellement dans un alambic [28].

Le chauffage permet, dans une premiére étape gerddistillation et de I'entrainement a la
vapeur, de former de la vapeur d’eau qui détruistlaicture des cellules végétales, libére les

molécules contenues et entraine les plus volaildes séparant du substrat cellulosique.

Le courant de vapeur ainsi crée permet I'entraimgrd@in mélange hétérogene d’eau et de
molécules organiques. Il s’agit plus précisémentladéormation d’'un azéotrope entre I'eau et
chacun des constituants du mélange qui permet ldamsjorité des cas une volatilisation de ces
métabolites secondaires a une température d’'éballibférieure a celle de chague composé et a
celle de I'eau. Ainsi, des substances possédanpdiess d’ébullition assez élevés peuvent étre
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extraites. La vapeur, chargée de I'essence de i{@rmaremiere distillée, se condense dans le

serpentin de I'alambic avant d'étre récupérée damssencier.

Les parties insolubles dans l'eau de condensatioh dgcantées et, en raison de sa plus

faible densité, I'huile essentielle se place alsdgsle la phase aqueuse.

La phase aqueuse contenant les composés hydraesolestl appelée eau de distillation (ou
hydrolat).

L’entrainement a la vapeur constitue la techniguplls utilisée et la plus aisée a mettre en
ceuvre pour la production d’huiles essentielles k¢ eeste sans doute la plus rentable,

investissement matériel étant relativement peparntant par rapport a celui des autres techniques.

La définition d’'une huile essentielle donnée par plaarmacopée francaise est aussi
restrictive puisqu’elle exclut aussi bien les prieglobtenus par extraction a I'aide de solvants que

ceux obtenus par tout autre procéde.

Ceux-ci occupent cependant une place considéraiplées marchés de la pharmacie, des
produits d’hygiene et de lindustrie cosmétique lde parfumerie, de nombreux secteurs de
I'industrie agroalimentaire, mais aussi de la reche.

L’hydrodistillation est la technique de réféerenans I'étude des composés volatiles d’'une plante
dans le domaine de la recherche. Le phénomene quieysest identique a celui décrit

précédemment.

Cependant une verrerie adaptée a été mis en ploeefiant a la fois la circulation en

circuit quasi-fermé de I'eau sous forme aqueugmetuse et la cohobation de I'huile essentielle.

Ces phénomenes ont étés rendus possibles a l@chellaboratoire grace a I'utilisation

d’un appareillage de type Clévenger [29].

L’existence de liaisons hydrogéne et de liaison¥/de der Waals qui freinent la libre rotation et
conduisent a un dégagement de chaleur. L'énengétique est alors transformée partiellement en
chaleur. Le chauffage de I'eau présente dans laglarovoque I'éclatement des glandes contenant
I'huile essentielle. L’huile essentielle ainsi IiBé est entrainée par la vapeur d’eau contenue elle
aussi dans la matiere végétale. Un essencier eedigvenger permet de condenser le distillat et de

récupérer I'huile essentielle par simple décantatio tenant compte la différence de densité.

En effet, le terme « huile essentielle » nécesditdilisation du principe de
I'hydrodistillation, de I'entrainement & la vapeow de I'expression a froid. Les deux modes
d’extraction, bien que voisins, difféerent cependaant la nature du chauffage. Or les phénomenes de
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solubilité des composés organiques dans l'eau gamticulierement importants dans une

hydrodistillation ou encore dans un entrainemdatvapeur.

Les composés oxygénés plus polaires et plus salalales I'eau seraient distillés en priorité

par rapport aux hydrocarbures terpéniques dominfgérature d’ébullition est pourtant plus faible.

Dans une huile essentielle obtenue par hydrodisth, les composés oxygénés ont une plus grande

affinité que les hydrocarbures pour la phase agquetise retrouve donc dans I'hydrolat.
IV : IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS D'UN MELANGE

De maniére schématique, il existe deux types deaddras analytiques. La premiere est la
méthode chromatographique procédant par individatdin des composés du mélange.
L’identification est réalisée a I'aide des indiass rétention, d’'une part, et des spectres de masse,
d’autre part. C'est la méthode conventionnelle dlgse des huiles essentielles, mais aussi la
méthode de référence du marché. La seconde méésodie recours a la RMN du carbone 13 des
meélanges ne nécessitant pas d’individualisatioalpbie, mais ne pouvant étre appliquée que sous

certaines conditions.
1. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) :

La CPG est une méthode d’analyse par séparatiog’gpplique aux COmposes gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sawmengeosition [30] .C’est la technique de
séparation la plus utilisée dans le domaine dekddssentielles, car elle permet d’effectuer
lindividualisation des constituants a partir d’é@alillons de I'ordre du milligramme voire du

microgramme.

La reproductibilité parfaite des indices de réwmmtest difficile a obtenir et ne peut étre
observée que sur des chromatogrammes réalisésnsumpériode courte avec des conditions
expérimentales rigoureusement identiques. Les ti@m@ les plus importantes sont observées
lorsqu’on compare les indices de rétention obtemuslaboratoire avec ceux de la littérature,

particulierement pour ce qui concerne la colonraipn[31]

De plus, les nombreux cas de coélution montrent lgueomparaison des indices de
rétention a sa limite pour I'identification de I'ssmble des composés.

Ainsi, la CPG bidimensionnelle couplée a une speoftrie de masse
(CPG/ICPG/SM)(figured4), mettant en ligne deux colmncapillaires, permet la séparation,
I'identification et la quantification de composésnoritaires pouvant coéluer avec des composés

plus abondants.[32]
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2. Le couplage en ligne Chromatographie en Phase Gazmi/ Spectrométrie de Masse
(CPG/SM) :

Le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la techniqeeréférence [33][34]. En effet, le
couplage de la chromatographie en phase gazeuselavepectrométrie de masse (CPG/SM)
permet d’effectuer simultanément la séparatioraealyse des différents constituants d’'un mélange

complexe.

Deux modes d’ionisation sont possibles : l'ionigatipar impact électronique (IE) et
l'ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas,dstingue l'ionisation Chimique positive (ICP)

et I'ionisation chimique négative (ICN).

Ainsi le couplage CPG/SM en mode impact électromi(fsiM-IE) est la technique la plus

utilisée dans le domaine des huiles essentielles.

Il permet de connaitre, dans la grande majoritécdsesla masse moléculaire d'un composé
et d’obtenir des informations structurales relaigeune molécule a partir de sa fragmentation [35].
Dans la source d’ionisation les molécules sontlisnohées a I'aide d’électrons, conduisant ainsi a
la formation des ions en phase gazeuse. Les iansessuite dirigés vers la partie analytique de

'appareil.
V : Activités blimgiques des plantes aromatiques

Les aliments lipidiques ne peuvent étre stockéspgunelant des périodes courtes a cause de
la résistance insuffisante a I'oxydation par I'ogpg. Dans les aliments séchés, I'oxygéne peut
pénétrer trés facilement dans la phase lipidiquia estabilité de ces aliments devient donc plus
faible en présence d’eau. Ainsi, la stabilité désents séchés doit étre testée, et si nécessaire,
fraction lipidique doit étre préservée en rajoutdes antioxydants dans la formulation du produit
alimentaire. L'oxydation des lipides est une caosgeure de la détérioration de la qualité des
aliments contenant des matieres grasses, d’olidatton devenue de plus en plus fréquente des

antioxydants.

Les antioxydants synthétiques les plus utilisést denhydroxyanisol butylé (BHA) et
'hydroxytoluene butylé (BHT), ces deux composésitsassez volatils et se décomposent
rapidement a des températures élevées [36] . dteexlie sérieux problémes concernant I'utilisation
et la toxicité de ces deux produits synthétiquast au niveau de leur métabolisme que de leur
accumulation dans les tissus de I'organisme hurfi ; ainsi les préparations d’antioxydants
naturels sont vivement recherchées. Depuis I'aitégles plantes aromatiques furent utilisées le
plus souvent par les parfumeries. Cependant, daesdernieres décennies, elles sont devenues

sources d’antioxydants naturels et d’agents antohiens.
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Les huiles essentielles quant a elles, ainsi gueXéraits aromatiques ont été utilisées pour
leurs propriétés antiseptiques. Dans I'Egypte amae les techniques de 'embaumement utilisant
les résines aromatiques, ainsi que I'HE, produigaiee inhibition puis une destruction de tous les
microorganismes présents, en assurant une corniserny@aatiquement infinie du corps. Dans les
vieux ouvrages de meédecine, les résines aromatmuéblE étaient les principes actifs qu’on peut
retrouver dans les différentes drogues végétalastayes propriétés antiseptiques significatives.
Dans les ouvrages les plus récents, I'utilisaties Huiles essentielles dans I'aromathérapie laisse
entrevoir une perspective d’alternative aux médm@is de synthese. Les plantes aromatiques

possedent plusieurs activités biologiques, parstgjuelles on peut citer les activités suivantes :
* Fongistatique, insecticide, nématicide, heudbéci bactériostatique et antioxydante

Les huiles essentielles possedent de nombreusasitésct biologiques [38]. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs pésgs antiseptiques contre les maladies infea®us
d’origine bactérienne. Cependant, elles possedgalieent, des propriétés cytotoxiques qui les
rapprochent donc des antiseptiques et désinfecantsant qu’agents antimicrobiens. Dans des
préparations pharmaceutiques, les terpenes phéeslicomme le thymol et le carvacrol, sont
souvent utilisés comme antiseptiques antibactérggnsntifongiques. Le thymol est tres irritant,
astringent et caustique. Dans les domaines phytasas et agro-alimentaires, les huiles
essentielles ou leurs composés actifs pourraieategmgnt étre employés comme agents de
protection contre les champignons phytopathogenkes enicroorganismes envahissant les denrées
alimentaires. Les huiles essentielles les plusiédgddans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartienneatfanille des Lamiacées : thym, origan, lavande,
menthe, romarin, sauge, etc....L’HE de thym d’Espa@ie/mus capitatus) est souvent rapporté
comme étant parmi les huiles les plus actives. Datie étude, nous n’allons-nous intéresser qu’a

deux activités biologiques : les activités anticytis et antifongique [37].
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Partie 2 : Résultats et discussion

1. Criblage phytochimique deCentaurea acaulis:
1.1. Groupes chimiques caractérisés :

La mise en évidence des différentes classes desbolié¢s secondaires constituants une plante,
nous permet d’avoir une bonne idée sur ses adiytéarmacologiques. Pour cela nous avons

réalisé les tests phytochimiques sur les deuxgsade la plante (racines, partie aérienne).

Ces tests phytochimiques ont été réalisés seloméshode décrite paBruneton [39]
pour détecter la présence des différentes familescomposés. lls étaient basés sur
I'observation visuelle d'un changement de couleurde formation de précipité aprés

I'ajout des réactifs spécifiques.

Tableau 1: Prospection phytochimique des extraits @b racines et des parties aériennes de

Centaurea acaulis.

Métabolites secondaires

Extraits

Racines - + + - - + - i -

Parties aériennes + + + - + + - - R

1: les tanins; 2: flavonoides; 3 : Stérols &fraides; 4: les alcaloides; 5: les

saponosides ; 6 : Composeés réducteurs ; 7 : lenarines; 8 : Amidon ; 9 : Anthocyanosides

(+) : présence ; (-) : absence

Les réactions de caractérisation ont permis derenath évidence plusieurs groupes

chimiques.

Le tableaul : montre la présence de divers compasegsemarque que les extraits de
solvant montrent une inférence positive pour ld tess tanins, des flavonoides, des stérols et
stéroides, et des composeés réducteurs pour lespetigs de la plante. Les saponosides étaient
présent uniguement dans les parties aériennes, @lerle test des alcaloides, coumarines, amidon,

anthraquinones et les anthocyanosides produiinfi@ence négative avec tous les extraits.

Les résultats montrent que cette plante est rioheoenposés phénoliques tel que les tanins
et les flavonoides qui sont des substances recerpuowg leur propriété antioxydante [3]. Les tanins
sont également reconnus pour leur pouvoir de bxataux protéines avec une tendance a

imperméabilité des couches externes et la primteates couches sous-jacentes.
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1.2. Teneurs en eau :
% Eau = (masse eau + masse végétal essai) x 100
Racine =15,62%
Partie aérienne =34,37%
Nous constatons que :

e Comme la plupart des végétaux, notre plante dst en eau.
* Les Parties aériennes disposent d’'un plus grandereant comparativement aux

racines.
2. Rendement des extractions :
Rendement en huile essentielle (en %) :
Racine =0,07%
Partie aérienne =0,16%

Il apparait au vu des résultats que pagties aériennes de la plante enregistrent des
rendements de I'huile essentielle plus importamatergpport a ceux des racines (0.16 % contre 0.07
%).

3. Composition chimique de l'huile essentielle des paes aériennes et des racines de

Centaurea acaulis:

L’étude bibliographique minutieuse menée sur cesfgece, révele que cette plante n’a fait
'objet d’aucune étude sur les huiles essentiell&sci nous a incité a nous intéresser de pres a
I'étude de la composition chimique de son huileertislle et par la méme occasion de la valoriser
pour une utilisation future. En effet, cette plactmstitue pour nous un champ d’investigation

vierge qui peut étre a l'origine de nouvelles malés dotées d’activités thérapeutiques nouvelles.

Le matériel végétal a été récolté en mars 2014s temrégions de Beni snous et Amieur
dans la wilaya de Tlemcen ou elle pousse en abardédma été hydrodistillé durant 5 heures dans

un appareillage de type ClevengEigure 10 parties expérimentales)

Apres l'extraction de [I'huile essentielle des pestiaériennes et des racines par
hydrodistillation, la composition de I'huile essietie a été analysée par CPG et CPG-SM. Le mode

opératoire est détaillé dans la partie : matégetséthodes.
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L'analyse des huiles essentielles des racines &t pdeties aériennes nous a permis
I'identification de 58 composés avec un pourcentkg®2.6 et 91.7-92.4 % respectivement pour les
racines et les parties aériennes. Leurs indicegtéation et leur pourcentage relatif sont présenté

dans le tableau 2.

Parmi ces derniers, 12 composés non terpéniquesobdterpénes, 28 sesquiterpenes et 2
diterpenes ont été identifiés. L'identification descomposés est réalisée en comparant leur spectre
de masse et leurs indices de rétention avec cel hibliothéque «aromes» propre au laboratoire

de Corse (France).

Dans I'huile essentielle des racines, les sesgeites oxygénés représentaient 33 % de la
composition totale; en particulier, 32.1 % étaiprésenté par le caryophyllene oxyde. Les
sesquiterpéniques hydrocarbonés étaient repréqeat@3 dérivés, mais leur pourcentage (10.5 %)

était considérablement plus faible que les sesgéitees oxygénés.

Tableau 2 : Composition chimique de huile essentlel des racines et des paries aériennes de

Centaure acaulis

Rl.” RI,° RI,% Racines S1 S2  Identification

Ne° @ Composés

1 Hex-3-én-1-ol (E) 812 791 1966 0,4 - - IR, SM
2 Hex-3-én-1-ol (2) 831 825 1380 0,2 - - IR, SM
3  a-Thujéne 922 923 1023 - - - IR, SM
4  o-Pinéne 936 931 1022 - 3,1 1,7 IR, SM
5 Sabinéne 973 966 1120 - - 0,5 IR, SM
6 B-pinéne 978 970 1110 3,9 - 0,1 IR, SM
7 Myrcéne 987 981 1159 . 1,7 0,9 IR, SM
8 p-Cyméne 1015 1011 1265 - tr tr IR, SM
9 Limonéne 1023 1022 1197 - 4,8 2,7 IR, SM
10 (Z2)B-ocimene 1024 1026 1230 - - 0,1 IR, SM
11 (E)$-ociméne 1041 1037 1247 - - 0.4 IR, SM
12  Nonanal 1083 1083 1394 - 0,7 0,7 IR, SM
13  Linalool 1081 1088 1544 - 1,2 tr IR, SM
14  Terpinéne-4-ol 1164 1162 1590 - - 0,2 IR, SM
15  méthyl-Salicylate 11731170 1731 0,7 - 0,1 IR, SM

18



16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Décanol
Dec-3-én-2-one
L'acétate de néryl
L'acétate de géranyl
a-Copaéne
B-Elemene
Dodécanal
(E)p-Caryophylléne
E-u-Bergamotene
a-Humuléne
y-Curcumeéne
Germacrene-D
B-Selinene
4-epi-Cubébol
Bicyclogermacréne
a-Muurolene
E-E«a-Farneséne
B-Cadinéne
6-Cadinene
3-(Z)-benzoate
d’hexenyl
Germacrene-D-4-ol
oxyde de
caryophylléene
Salvial-4-en-1-one
Verridiflorol

Epoxyde d’Humulene
[l

Eudesmol

epi-Cubénol

1185 1185

12191221

13421341

13611361

1379 1375

1388 1387

1389 1390

1424 1418

1432 1432

1456 1450

1474 1474

1480 1478

1483 1482

1487 1487

14941491

1496 1493

14981497

1507 1506

1516 1515

1554 1550

15731567

1576 1571

1580

1591 1584

1601 1599

1619 1617

1624 1623

1498

1601

1725

1752

1488

1589

1695

1591

1580

1665

1685

1704

1712

1870

1727

1719

1744

1752

1752

2088

2025

1980

2089

2044

2197

2059
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1,3 -
2,5 -
6,5 2,9
0,5 -
3,5 -
- 1,3
32,1 29,6
- 2,2
- 12,8
1,1 3,9
- 2,3

0,2

tr
tr
0,6
tr
tr
1,9
tr

0,4

0,8
0,6
0,2
0,1

0,1

0,1

0,2

0,4

1,2

27,6

2,1

11,5

3,7

0,9

1,9

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

IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM
IR, SM

IR, SM

IR, SM

IR, SM



43 t-Muurolol 1634 1630 2103 - - 2,1 IR, SM
44  B-Eudésmol 1644 1640 2232 - 6,7 7,2 IR, SM
45  g-Cadinol 1645 1641 2232 - 2,3 1,1 IR, SM
46  a-Eudésmol 1653 1649 2220 - 1,4 2,6 IR, SM
47  (Z, Z)-Farnésol 16531653 2163 - 1,4 3,1 IR, SM
48 NI 27,9 - - IR, SM
Eudésm-4(15)-7-dién- IR, SM
49 1672 1670 2347 - 2,3 3,2
1p-ol
50 (E, Z)-Farnésol 1687 1682 2311 - - - IR, SM
51 Pentadécanol - - 0,9 IR, SM
52 NI 6,6 - - IR, SM
53 NI 5,3 - - IR, SM
54  (Z)-Phytol 2080 2081 2572 - 0,1 0,1 IR, SM
55 Heneicosane 21002099 2101 0,5 3,3 2,1 IR, SM
56 (E)-Phytol 2114 2113 2591 - 5,2 6,3 IR, SM
57 Eicosane 22002201 2200 - 3,2 1,1 IR, SM
Total % 92,6 92,4 91,7
Monoterpénes 3.9 9.6 6.4
hydrocarbonés
Monoterpénes oxygéneés - 1.2 0.2
Sesquiterpénes 10.5 2.9 4.8
hydrocarbonés
Sesquiterpenes oxygéneés 33.2 66.2 68.4
Diterpénes oxygénés - 5.3 6.4
Composés non-terpéniques 5.8 7.2 5.5
Non Identifiés 39.8 - -

a: L'ordre de I'élution est donné sur la colonnelape (Rtx-1). b: Indices de rétention de la litifire sur la

colonne apolaire (IRIa). c: Indices de rétentiam solonne apolaire Rtx-1 (Rla).

dRla : indices rééention sur

colonne polaire Rtx-Rlp. f Rl : indices de rétentiMS : spectre de masse en mode impact électreniqu
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Cependant trois composés dans les racin€sedéaurea acauligiui font plus de 39 % de la

composition restent inconnus et leurs identificadiest nécessaire.

L'huile essentielle des parties aériennes étaisttag@e par un nombre plus important de
composé par rapport aux racines (42 contre 16)ofenane fois, les sesquiterpenes oxygénes
(66.2-68.4 %) ont été les produits les plus impuagtadentifiés, principalement en raison de lagort
proportion du caryophyllene oxyde (27.6-29.6 %)ridélorol (11.5-12.8 %) eB-eudesmol (6.7-
7.2 %). Les diterpenes oxygeéneés représentaient.8.36 de I'huile essentielle, avec le (E)-phytol

(5.2-6.3%) comme le principal composeé.

Les Sesquiterpénes hydrocarbonés ont été moingsepes (2.9-4.8 %). Alors que les
monoterpenes étaient représentés gppimene (1.7-3.1 %), myrcene (0.9-1.7 %) et le lvévae
(2.7-4.8 %).

L'huile essentielle deCentaurea acaulis est principalement composée par des
sesquiterpenes, de plus une attention a été aecadérble pharmaceutique et médicinal de
sesquiterpenes. De nombreuses études ont montréesjusesquiterpenes ont diverses activités
biologiques, y compris antibactérien, activité ¢giaque et antifongique [40]. D'aprés la littératur
[41][42], les sesquiterpenes étaient capables idénHa croissance de certaines bactéries et des
champignons au cours des essais in vitro. Le Cagjigme oxyde, comme constituant relativement
majeur dans l'huile de I'étude, est connu pourrades propriétés antibactériennes tres efficaces
[43].

4. Activité antioxydante

L’évaluation de l'activité antioxydante est nécéwsaent faite par au moins deux méthodes
différentes [44]. En effet la mise en évidence dwvpir antioxydant de I'huile essentielle de
Centaurea acaulisa été réalisée par quatre techniques chimiguss gtgioxydant par CCM, le

piégeage du radical libre DPPH, la réduction deetde blanchiment d@-carotene).
4.1. Test antioxydant par CCM

Le chromatogramme de I'huile essentielleGkntaurea acauligfigure 2) a été révélé par
une solution de DPPH a la concentration de 0.2 mglans le méthanol. Le chromatogramme,
présente des taches jaunes sur un fond violesommedes constituants, capables de réduire lealadic
DPPH oxydant, qui donnent des indications intérgesasur I'activité anti-radicalaire des huiles

essentielles.
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Figure 2 : Plaque de CCM présentant des taches a activitéxgdante avec le DPPH de I'huile

essentielle d€entaurea acaulis
4.2. Piégeage du radical libre DPPH (2, 2-Diphényl-1-Biylhydrazyle):

L’activité antioxydante d’huile essentielle @zntaurea acaulivis-a-vis du radical DPPH
a été évaluée spectrophotométriquemeétigure 3) en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur vialéteouleur jaune mesurable a 517nm.

©\'}'/© + Antioxydant-OH " ©\N /© + Antioxydant-O"
Ne NH
e i

DPPH (violet) DPPH-H (jaune)
Figure 3: Réaction d’'un antioxydant avec le radical DPPH

Pour I'évaluation de cette activité, on a préparé gamme de dilutions pour le BHT, et pour les

huiles brutes.

Les différentes densités optiques ont permis detrnaour chaque huile, une courbe d’allure
exponentielle Figure 12 et 13 Partie expérimentalg ce qui signifie I'existence d’une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réductionadical libre et la concentration de 'huile dans

le milieu réactionnel.

22



Tableau 3 :% d’inhibition du DPPH en fonction des concentmsiale 'huile deCentaurea

acauliset du BHT a différentes concentrations

Echantillons Activité antioxydante

Concentration de I'huilep@/mL) 100.45 110.44 120.48 150.67
Huile Effet du balayage sur le DPPH (%22.85 42.56 60.9 76.2
racines DPPH 1Go (ug/mL) 114.2

Concentration de I'huileyg/mL) 54.95 65.94 81.42 109.9

Huile Effet du balayage sur le DPPH (%38.21 45.30 83.49 95.36

P. aérienne DPPH IG, (ng/mL) 73.01
Concentration de BHTu@/mL) 2 5 10 20

BHT Effet du balayage sur le DPPH (%)18.55 30.40 35.95 55.85
DPPH IG (ug/mL) 17.36

Nous avons calculé les 4€pour chaque huile a partir de I'équation logaritune de la
courbe tracéefiure 12 et 13. Nous remarquons en premier lieu que touteshudss ont des
activités moins importantes que l'antioxydant di&neénce, le BHT. En second lieu, I'huile de la

partie aérienne est généralement la plus activeapaort a I'huile de la racine.

En vu des résultats si dessus, nous pouvons dadeaguhuiles essentielles de la partie
aérienne de la plante ont des pouvoirs réduct@lus, importants par rapport aux racines et ont

atteint 50% de réduction pour une concentratioi3j@1 mg/mL.

L’huile essentielle des racines a révélés des igtivmoins importantes que la partie
aérienne, elle a atteint 50% de réduction a desecdrations proches de 114@/mL.L’huile de la
plante a été en mesure de réduire le DPPH stableodleur pourpre radical en couleur jaune
DPPH-H et d'atteindre 50% de réduction avec uggd@mme suit: 114.2g/mL pour les racines et
73.01ug/mL pour la partie aériennd@dbleau 3. La comparaison de l'activité de balayage DPPH
des huiles essentielles étudiées avec celles egesirpar le BHT (17.3@g/mL) a montré que
toutes les huiles essentielles examinées expriméffien antioxydants intéressant mais qui reste
inférieur au témoin BHT (17.3@6g/mL).

Le résultat du test de l'activité du balayage duPBIRde cette étude indique que les deux huiles
essentielles ont été actives. Ceci suggere queuiéss essentielles contiennent des composés qui
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sont capables de céder un atome d'hydrogene aigalrBbre afin d'éliminer I'électron impair qui

est responsable de la réactivité du radical.

D’aprés les résultats, le classement des huilemndal méthode du piégeage du radical

DPPH est confirmé par le classement obtenu paetaode de réduction du fer.
4.3. Réduction du fer (FRAP) :

La figure 4: montre les potentiels de pouvoir réduc des huiles essentielles de la plante
test par comparaison avec un étalon I'acide asgoeb& 700 nm. Dans I'essai de pouvoir réducteur,
la présence d'antioxydants dans I'échantillon ap@ir résultat la réduction de ¥en Fé* en
donnant un électron. La quantité de complexg peut ensuite étre contrlée par la mesure de la

formation du bleu de Perl a 700 nm. L'augmentatdm I'absorbance (DO) indique une
augmentation de la capacité réductrice.

3.5
DO

2,5

—#—HE Racines
—fli— HE P,aériennes

/—————- Acice ascordique
. /———-’4

-—

1.5

0 . . . + [C] (ng/mL)

6,25 12,5 25 50

Figure 4 : Pouvoir réducteur des huiles des racines, desepaériennes et de l'acide ascorbique

deCentaurea acaulis

Les résultats montrent que le pouvoir réducteur ldeles essentielles des deux parties est dose
dépendante (concentration dépendante), plus laeatnation des huiles augmente plus la capacité
réductrice augmentd=igure 4). Les huiles des deux parties de la plante rdai@iésentent des
activités antioxydantes nettement inférieures qeklicde I'étalon (acide ascorbique), pour ce
dernier la réduction est presque totale. Les hudepartie aérienne sont généralement les plus

actifs, puis les huiles des racines.
4.4. Test de blanchissement d@-caroténe :

Dans le test de blanchissementpdoarotene, on utilise de I'acide linoléique, undacgras
polyinsaturé. On introduit du peroxyde d’hydrogedans le milieu. L'oxydation de l'acide
linoléique génere des radicaux peroxydes. Cesaaxditibres vont par la suite oxyderfiecaroténe

hautement insaturé entrainant ainsi la disparit® sa couleur rouge, qui est suivie
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spectrophotométriquement a 490 nm. Le caractermmxgdant de I'huile testé engendre une
neutralisation des radicaux libres dérivés de dladinoléique, prévenant ainsi I'oxydation et donc

le blanchissement di+caroténe.

Ainsi, la capacité antioxydante de I'huile essdlgiest déterminée en mesurant I'inhibition
de la dégradation oxydative didcaroténe (décoloration) par les produits d’oxyatatde I'acide
linoléique.

Tableau 4 :Activité antioxydante de I'huile essentielle etBHT par la méthode de dosage de
blanchiment d@-carotene/acide linoléique a différentes conceiomat

Echantillons Activité antioxydante
Concentration de I'huilegg/mL) 20 60 120
Huile Inhibition du blanchiment d@-caroténe (%) 13.55 40.67 81.34
Racine ICs0 (ug/mL) 73.76
Concentration de I'huilegg/mL) 10 20 50

Huile Partie aérienne Inhibition du blanchiment d@-caroténe (%) 10.85 21.71 54.28

ICso (ng/mL) 46,05
Concentration de BHTu@/mL) 0.5 0.8 1.0
BHT Inhibition du blanchiment d@-caroténe (%) 37.68 60.28 75.36
ICs0 (ng/mL) 0.66

Le pourcentage d’inhibition de l'activité antioxyda par le systémg-carotene/acide
linoléique est proportionnel a la concentration.ufés les huiles de la plante inhibent le
blanchiment duB-caroténe a différentes valeurs par le piégeagerattisaux libre (Tableau 4).
L’huile essentielle des parties aérienne révéle iméressante activité avec ungd€46.05ug/mL
suivi par I'huile essentielle des racines aveg#C73.76 ug/mL. Ces activités restent toujours

inférieures au BHT a raison de 0.6&/mL.

5. Evaluation de I'activité antibactérienne :

L’évaluation de I'activité antimicrobienne des lagilessentielles deentaurea acaulig été
effectuée par la méthode de disques, et ce vis-a@leviquatre souches bactériennes. Les souches

etudiées sont représentées dans le tableau 5.
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Tableau 5: Les diametres des zones d’inhibition des differestaiches (en mm) par la méthode de

disques

Souches DD (mm)

bactériennes

Racines Parties aériennes Témoins

Ciprofloxacine Gentamycine

Bactéries a Gram-

positives

Staphylococcus 10 8 33 21.33

aureus
Bacillus cereus 12 8 33.5 23

Bactéries a Gram-

négatives
Escherichia coli 6 6 36 21.5

Pseudomonas 6 6 33 21.33

aeruginosa

DD = diametre de diffusion du disque

La méthode de disques permet de détermaesusceptibilité des bactéries aux agents
antibactériensAprés 15 min de l'application des disques, leddsoPétri sont incubées a 35+2°C
pendant 18 & 24 h. La lecture des résultats spdaia mesure des diameétres des zones d’inhibition
uniformément circulaire (mm). Le choix des souctiegéférence sensibles aux antibiotiques sont
de préférence employées, diverses combinaisongpsssibles, mais un panneau devrait au moins
se composer d'une bactérie a Gram positif et utre @aGram négatif [45Bur cette base, le choix
des souches bactériennes pour la réalisation deestssantimicrobiens a été fait de fagon a obtenir
un représentant de chaque classe. Les résultatestespréliminaires de I'évaluation de l'activité

antibactérienne de I'huile essentielle des deukgsade la plante sont présentés dans le tableau 5.

Les résultats montrent une activité antibactérietekhuile essentielle de la racinis-a-vis
des souches bactériennes a Gram positif, le plsdgdiameétre étant de 12 mm (racines) contre
Bacillus cereuset de10 mm (racines) vis-a-vis dgtaphylococcus aureusigure 6). La zone
d’inhibition de la partie racinaire se rapprochdaleone d’inhibition de la gentamycine surtout vis

a-vis duStaphylococcus aureus
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Par contre aucune activité inhibitrice vis-a-vis des bactéreesGram négatif n'a était

observédfigure 5).

Cette résistance aux agents antimicrobiens remarghéz des bactéries test & Gram
négatif peut étre expliquée par la présence deoldbld paroi chez ces dernieres [46]. En plus,
I'utilisation intensive des antibiotiques a provéqune augmentation inquiétante de la multi

résistance des bactéries pathogenes et 'émergemeuveaux pathogeénes.

Figure 5. Activité antibactérienne de I'huile essentielkela plante vis-a-vis des bactéries a Gram

négatif : a droite : vis-a-vis d@seudomonas aeruginosa gauche : vis-a-vi¢ Escherichia coli

Figure 6 .Activité antibactérienne de I'huile essenti@lkela plante vis-a-vis des bactéries a Gram

positif : a droite : vis-a-vis d@acillus cereus a gauche : vis-a-visle Staphylococcus aureus

6. Test antifongique in vivo des hydrolats deCentaurea acaulis contre le développement de

guatre champignons deC. sinensis::

Les résultats du test in vivo de la pourriture dgsumes par les hydrolats @entaurea
acaulissur les quatre souches (B, C, E et ), sont ptésatans la figure 14 Selon les résultats des

tests, les hydrolats ont montrés une activité amgiue intéressante, méme a la fin dt"ifur.
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Figure 7 : Oranges non pourris dans lequel I'nydrolat deCentaurea acaulis est appliqué 30
minutes avant l'inoculation par les pathogenes, ehaintenu pendant 10 jours a 25 °C

Figure 8: Oranges pourris non traittes par I'hydrdat de Centaurea acaulis apres
I'inoculation par les pathogenes
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7. Test de Lactivité fongitoxique(antifongique in viro) de I'huile essentielle deCentaurea

acaulis contre le champignon pathogen®enicillium sp :

Tableau 6 :Effet de I'huile essentielle déentaurea acaulisontre le champignon pathogéne

Penicillium sppar la technique pétriplate inversé.

Pourcentage d’inhibition

Tests de la zone mycélium duPenicillium sp
(P1 (%))

HEs (uL) 10 50 100

Racines 4 16 20

Partie aériennes 11 36 48

Le criblage de Il'activité antifongiquest réalisé par la technique pétriplate invers& Le
meilleures activités ont été obtenues avec I'hedsentielle de la partie aérienne avec un taux
d’inhibition de 48 %. La partie racinaire inhibe maximum 20% de la croissance mycélienne de

la moisissure.

Selon la littérature, toutes les huiles essensigiessédent une activité fongitoxique. La
partie aérienne posséde une bonne activité approEss50%. Selon ces résultats, on peut suggérer
gue la partie aérienne de cette plante peut éiftesséet comme source alternative d’agents
antifongiques pour la protection des humains ouptkestes contre les infections ayant pour origine

les moisissures.
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CONCLUSION

Centaurea acaulieest une plante a effet thérapeutique de la ragin@ partie aérienne,

prometteuse pour ses activités antimicrobiennateixydante.

Le screening phytochimique réalisé sur les pariésennes et les racines, a revélé la
richesse de cette plante en métabolites secondatesious avons constaté la présence des
flavonoides, des tanins, des stérols et stéroiidsssaponosides, composés réducteurs, et des huile

essentielles.

Les rendements des huiles essentielles réaliséesuifférentes parties de la plante sont
relativement importants, notamment pour les pardiésennes ou les rendements sont les plus
élevés avec plus de 0.16%. L'analyse des huilentskes des racines et des parties aériennes nous
a permis l'identification de 58 composés. Parmi desiiers, 12 composés non terpéniques, 13
monoterpéenes, 28 sesquiterpénes et 2 diterpenedéitdentifies. Cependant trois composés dans
I'huile essentielle des racines @entaurea acauligjui font plus de 39 % de la composition sont

restés inconnus.

Le pouvoir antioxydant des huiles sont moyens Bldagn général, avec dessy@hférieurs a
74 ug/mL pour les parties aériennes et de g@dnL pour les racines. Ces résultats sont confirmeés

par deux méthodes, la réduction du fer et le testlanchissement di+carotéene.

L’activité antimicrobienne de I'huile essentiellstenoyenne a bonne sur les souches testées
et des études plus poussées sont nécessaire.

Au cours de cette étude nous avons réalisé égatenmerest antifongique in vivo des
hydrolats deCentaurea acaulissur quatre champignons phytopathogen&spérgillus niger,
Aspergillus oryza, Penicillium italicum et Fusariusolan), responsables de la pourriture des
oranges. Les résultats ont montré que les hydrglassedent une activité antifongique trés
intéressante et qui pourraient étre utilisés paurgéstion de ces pathogenes comme source
alternative de fongicides écologiques ou une atére idéale pour contréler les infections pendant

le stockage des oranges.
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Aussi nos perspectives pour l'avenir seront :

- Extraction et isolement des produits du métabwisecondaires et de tester leur activités
biologiques.
- Tester les différentes familles ou moléculeséss| in vitro et in vivo sur différents

modeles biologiques, afin de trouver une applicatigérapeutique des molécules actives isolées.

Par le biais de ce travail, nhous espérons avoio@motre modeste contribution a la
valorisation deCentaurea acauli€comme plante médicinale traditionnelle qui serat [igre tres

largement utilisée par les populations du nordAleidque.
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Partie 3 : Matériel et méthodes
1. Provenance du matériel végétal et identification :

Les racines et les parties aérienne€dntaurea acauligté collectées en mois de février 2014 dans

la région de Beni Snous ,Amayer et Zenata dansléavde Tlemcen.

Le matériel végétal est constitué de racines daduartie aérienne d€entaurea acaulis
Ces différents organes ont été lavés sous un dodieau continu pendant 5min, découpés en petits
morceaux triées, séparées et sechées a I'ombresdarslroit bien aérée pendant 10 jours, ensuite
les parties végétales ont été bien conservées'gussr utilisation a des fins pratiques pour les
différents extractions des principes actifs, notariavant le lavage une quantité est récupérée pour
la détermination de la teneur en eau (taux d’huéidi

L’identification de la plante a été faite par leddeurKazi Tani Choukry du département
d’agronomie et le ProfesseBOUAZZA Mohamed du département de Biologie de l'université :

Abou Bakr Belkaid de Tlemcen ou un spécimen alépbsé.
1.1. Lateneur en eau:

Elle est déterminée par la Méthode gravimétriqueogmsiste en la détermination de la

perte de masse par dessiccation a I'étuve.
Matériel :

Balance analytique de précision, Etuve réglée 8@10erre de montre, Pince, Spatule métallique,

Capsules en verre.

Technique :

- Nous avons opéré sur un échantillon homogene, lwoy®ncasse.

- Faire une prise d'essai de 1 & 2 g (peser au ngj.pre

- Dessécher de facon a obtenir une masse constamgs ggpusieurs pesées
consécutives.

Calcul:

» Masse végétal essai = masse avant étuve - tare
= Masse végétal eau =masse avant étuve — massecapres
* % Eau = (masse eau + masse vegeétal essai) x 100
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2. Criblage phytochimiques :
2.1. Epuisement du matériel végétal avec de I'eau chaad

Dans un ballon monocol, surmonté d’'un réfrigéraftg de matériel végétal est mis en présent de
60 mL d’eau. L’ensemble est porté a reflux pendarg heureKigure 9). Ensuite, le mélange est

filtré et I'extrait agueux est soumis aux testvants.

Figure 9 : Montage d’un extracteur de soxhlet

i.  Amidon :
Le test effectué consiste a :
- Chauffer 5 mL de l'extrait aqueux avec 10 mL dwsolution de NacCl
saturée dans un bain-marie jusqu’a ébullition ;
- Ajouter quelques gouttes du réactif d’amidon.
Un test positif est révélé par I'apparition d’'ure@aration bleue violacée [47] .
ii.  Saponosides :

La détection des saponosides est réalisée en ajoutapeu d'eau a 2 mL de I'extrait
aqueux, puis la solution est fortement agitée. Emsie mélange est laissé pendant 20 minutes et la

teneur en saponosides est évaluée :
Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
Mousse de 1-2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test trés positif [48]
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ili.  Tanins
La présence des tanins est mise en évidence etamjod mL de I'extrait aqueux, 1mL

d'eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCI3 diluépparition d’'une coloration vert foncée ou

bleu-vert indique la présence des tanins [48].
2.2. Epuisement du matériel végétal avec I'éthanol

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérdt,g de matériel végétal est mis en
présence de 60 mL d’éthanol. L’ensemble est por&dléx pendant une heure. Ensuite, le mélange

est filtré et I'extrait éthanolique est soumis &ests suivant:
a) Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consistaitér 5 mL de I'extrait éthanolique avec
1 mL d’HCL concentré et 0,5 g de tournures de msigimé. La présence des flavonoides est mise

en évidence si une couleur rose ou rouge se dgekgpres 3 minutes [49].
b) Tanins

La présence des tanins est mise en évidence etarioa 1 mL de I'extrait éthanolique, 2
mL d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de gellliée.

Un test est révélé par I'apparition d’'une colomthldeu- noire (tanins galliques), bleu-verte

(tanins cathéchiques) [48] .
c) Composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 mL de I'extédftanolique avec 2 mL d’eau distillée et 20
gouttes de la ligueur de Fehling, puis chauffer. test positif est révélé par la formation d’un

précipité rouge-brique [48].
d) Autres métabolites secondaires
v' Coumarines

1 g d’échantillon de la poudre végétal est plagésda tube a essai en présence de quelque
gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert awepapier imbibé d’une solution de NaOH et porté

dans un bain marie pendant quelques minutes.

Puis on ajoute 0,5 mL de NH40OH dilué (10%) et annvettre deux taches sur un papier
filtre qui sont examinées sous la lumiere ultresfid. La fluorescence des taches confirme la

présence des coumarines [50] .
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v’ Stérols et triterpénes

Elle se fait sur une macération de 24 h a 5 % détiser. L'extrait éthérique est ensuite
évaporeé a sec et repris avec de I'anhydride actpais du chloroforme. Déposer au font du tube
contenant I'extrait de l'acide sulfurique. En casréaction positive il se forme un anneau rouge-
brunétre ou violet a la zone de contact des deuxdes, la couche surnageant était verte ou volett
[48].

v" Alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitaéindant 24 h de 10 g de la poudre
végetale dans 50 mL de &0, dilué au 1/10 a la température ambiante du labweatApres
filtration sur un papier lavé a I'eau distilléedet maniere a obtenir environ 50 mL de filtrat, 1cil
macéré est introduit dans deux tubes a essai mosities de réactif de Mayer ont été ajouté dans le
premier tube et 5 gouttes de réactif de Wagneetngjouté dans le deuxieme. La présence d’'une

turbidité ou d’un précipité, apres 15 minutes ingida présence d’alcaloides [49] .
v' Anthocyanes

2 mL d'infusé aqueux sont ajoutés a 2 mL de HCI Rlpparition d’une coloration rose-

rouge qui vire au bleu violacé par addition d’'amimonndique la présence d’anthocyanes[49].

3. Méthodes utilisées pour I'extraction des huiles eentielles :

Les hydrodistillations ont été réalisées avec upasgl de type Clevenger (Figure 10),
pendant une durée de 5 h. Les huiles essentiellecenservées dans des flacons de verre ambré a
une température de 4°C. Les rendements sont calpatéapport a la masse de végétal frais.

Figure 10: Montage d’hydrodistillation de type Clevenger
4. Méthodes d’identification chimique des huiles ess¢irlles
4.1. Analyse par CPG/FID :

Les analyses ont été réalisées a l'aide d’'un chiagnaphe Perkin EImer Autosystem GC,
équipé de deux détecteurs a ionisation de flamni) (Permettant la détection des composants,

d’un injecteur diviseur et de deux colonnes (60 8,22 mm d.i; épaisseur du film : 0,28n)
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respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthylene glye apolaire (Rtx-1, polydiméthyl-siloxane).
Le gaz vecteur est I'hélium (ImL/min) avec une pi@s en téte de colonne de 25 psi. La
température de l'injecteur est de 250°C et celledétecteur de 280°C. La programmation de la
température consiste en une élévation de 60 a 23ZC/mm, puis en un palier de 45 mm a
230°C. L’injection se fait par mode split avec @pport de division de 1/50. La quantité d’huile
essentielle injectée est de @R Pour chacun des composants, les indices detigigoolaires et

apolaires sont calculés a partir des temps detiétetiune gamme d’étalon d’alcanes.
4.2. Couplage CPG/Spectrométrie de masse :

Les analyses ont été realisées a l'aide d’'un chimgnaphe Perkin ElImer Autosystem XL,
doté d’'un injecteur automatique et de deux colorf®sm x 0,22 mm d.i. épaisseur du film : 0,25
um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé ua détecteur de masse Perkin Elmer
TurboMass. Le gaz vecteur est I'helium (ImL/ming@awne pression en téte de colonne de 25psi.
La température de l'injecteur est de 250°C. La mognation de la température se fait en une
élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mm, puis en un pdke35 mm a 230°C. L'injection se fait par
mode split avec un rapport de division de 1/80.

4.3. Méthodologie d’analyse :

Une huile essentielle, fractionnée ou non, estyagal simultanément par CPG/Ir et
CPG/SM. Le calcul des indices de rétention, potaiteapolaires, et la quantification des composes
s’effectuent par CPG/Ir. L'analyse par CPG/@hNgure 11) permet d’obtenir les spectres de masse
des divers constituants qui sont ensuite compaEua répertoriés dans des bibliotheques, I'une
élaborée au laboratoire de Corse et les autresmeoomles, en éditions traditionnelles ou
informatisées [51] .Chaque proposition du logiaile comparaison des spectres de masse est
assortie d'une note de concordance qui refletealalité de la structure proposée. Si la note de
concordance est correcte, on compare les indicegeation du constituant proposé a ceux
présents dans la bibliotheque élaborée au labogatmi dans des bibliotheques commerciales [52] ,

ou répertoriés dans la littérature.

Figure 11 : Instrumentation pour le couplage CPG/SM
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5. L’évaluation de l'activité antioxydante :

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydammt nombreuses et peuvent étre
qualitatives ou quantitatives. Les méthodes qualés, utilisée pour repérer I'activité antioxydant
des Composes, sont relativement peu nombreusesteintervenir en général, la coloration ou la

décoloration d’un réactif spécifique en présenegehts antioxydants.
5.1. Evaluation de l'activité antioxydante par CCM :

Dépistage de I'activité antioxydante sur CCM ad&idu DPPH : le test chimique que nous
avons utilisé pour déceler la présence de compas@Esxydants dans les extraits de plante repose
sur le principe de la réduction des radicaux likfasnis par le 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle
(DPPH). Pour réaliser ce test, nous avons dépogéL1€'une solution de 10 mg/mL (M/V) de
chaque extrait sur la plaque de silicagel 60 F28dr¢k) possédant un support en aluminium. Le

développement des plaques a été réalisé danssesr®s de solvants suivants:

Butanol-Acétate d’éthyle-Eau (65 : 15 : 25) powr éxtraits polaires, tandis que les extraits
apolaires ont été développés dans le systeme danseléther-acétate d’éthyle (50 : 50). Apres
migration, les chromatogrammes ont été séchésde ldu séchoir électrique puis révélés a l'aide
d’'une solution de DPPH a la concentration de 2 md. (M / V) dans le méthanol. En présence de

substances antioxydantes, le DPPH est réduit sephesla couleur pourpre au jaune.

Sur les plagues CCM, les zones d’activités antiaddires apparaissent en jaune-clair sur
fond violet aprés un temps optimal de 30 [538] .

La plupart des méthodes sont basées sur l'utiisates systemes générant des radicaux tres

variés. Ce sont principalement des méthodes diéshibition " dans lesquelles une espéce
chimique capable de générer des radicaux librestéisee avec une substance capable de détecter

ces especes.

L’échantillon dont on souhaite mesurer le pouvantioxydant est capable d’inhiber la

génération des radicaux.

Compte tenu de la complexité des processus d'oxydat n'existe pas de méthode unique
qui permettrait de refléter le profil antioxydantumn échantillon. C’est pourquoi, on effectue

différents tests de mesure de pouvoir antioxydant.

Les tests basés sur le transfert d’'un atome d’lggire (HAT, Hydrogen Atom Transfer),

dans lequell’antioxydant et le substrat sont enpétition pour les radicaux peroxyles RDO
ROOC’+ AH— ROOH + A

ROO" + LH—> ROOH +I®
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Il existe de nombreuses méthodes de mesure deif@@ntioxydante :
5.2. Piégeage du radical libre DPPH (2, 2-Diphényl-1-Biylhydrazyle) :
Pour étudier lactivité antiradicalaire des diffiét® extraits, nous avons opté pour la

meéthode qui utilise le DPPH comme un radical limlativement 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 cwul®lette), en présence des molécules
dites antioxydantes afin de mesurer leur capacig réduire. La forme réduite (diphényl picryl-
hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 7 ce qui se traduit par une diminution de

'absorbance [54].
5.2.1. Mode opératoire :

Selon le protocole décrit par SANCHEZ-MORENO [554. solution de DPPH est préparée
par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 mimééanol (6x18 M). 50 ul des solutions
d’huile ou standard (acide ascorbique) sont ajoat&0uL de DPPH, le mélange est laissé a
I'obscurité pendant 30 min et la décoloration @goport au contrdle négatif contenant la solution de
DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L'agtantiradicalaire est estimée selon I'équation

ci-dessous :

% d’activité radicalaire = (Abs controle-Abs éclithon) /Abs contrdle x100

e Calcul des IGy:

ICs0 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi app&€&0 (Efficient concentration50), est

la concentration de I'échantillon testé nécesgaie réduire 50% de radical DPPH.

Les IGo sont calculées graphiquement par des pourcentdigdsbition en fonction de

différentes concentrations des extraits testée.[56]

Figure 12: Pourcentages de réduction du radical libre DEPMile essentielle des
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Figure 13: Pourcentages de réduction du radical libre D@PHile essentielle de la partie

aérienne
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N.B : Le BHT et I'acide ascorbique sortilisees comme contrdle positif, dans les deux
meéthodes de I'évaluation de l'activité antioxydan{®PPH et réduction du fer), et aux mémes

conditions expérimentales.
5.3. Réduction du fer: FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :
5.3.1. Principe :

La méthode est basée sur la réaction de réductipirel présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en’Fda réaction est révélée par le virement de cotjune du fer
ferrique (F&") en couleur bleu vert du fer ferreux tBe I'intensité de cette coloration est mesuré

par spectrophotométri€igure 14) a 700 nm.

Figure 14 : spectrophotométre UV
5.3.2. Mode opératoire :

Cette méthode est déterminée en utilisant la tgcenidOyaizu [57]. Les différentes

concentrations de I'extrait dans I'eau distilléenfl) sont mélangées avec 2.5 mL de la solution
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tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 mL dedgamure de potassium jRe(CN}] (1%). Les
mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. ApreésnL de I'acide trichloracétique (10%) est
additionné. Le tout est centrifugé a 3000 toursdpeh 10 min Figure 14). A la fin, 2.5 mL du
surnageant de chaque concentration est mélang&avecl de I'eau distillée et 0.5 mL de FeCl
6 H,0 (0.1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm. L'anggtion de I'absorbance dans le milieu
réactionnel indique I'augmentation de la réductdmfer. L’acide ascorbique est utilisé comme
contrdle positif.

Figure 15: centrifugeuse : SIGMA

5.4. Test de blanchissement dg-carotene @-caroténe bleaching method) :
5.4.1. Principe :

L’activité antioxydante des huiles essentiellesGintaurea acauliest mesurée selon la
méthode de Tepe [58]. L'oxydation de I'acide linglée génere des radicaux peroxydes, ces
radicaux libres vont par la suite oxyderplearoténe entrainant ainsi la disparition de sdecou
rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nepe@dant la présence d’'un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de l'aciui®léique et donc prévenir I'oxydation et le
blanchissement d@i-carotene. Dans ce test la capacité antioxydaritelésrminée en mesurant
I'inhibition de la dégradation oxydative lecarotene (décoloration) par les produits d’oxyatatie

I'acide linoléique [58].

LOO + B-carotene » Blanchissement
+e” +H”

LOO® =—>» LOO —— > LOOH

LOO + AH > A '+ LOOH

5.4.2. Mode opératoire

Dissoudre 2 mg dp-caroténe dans 1 mL de chloroforme. La solutioreobé est introduite

dans un ballon contenant 2 mg d’acide linoléiqu@Gfi mg de Tween 40. Apres évaporation du
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chloroforme, 100 mL d’eau distillée saturée en @ngsont ajoutés avec agitation vigoureuse. De
cette nouvelle solution 2.5 mL sont transférés diesstubes auxquels sont additionnés B5@e

chaque huile a différents concentration.

Un tube contenant 2.5 mL d’émulsion et 3pD d’éthanol servira de témoin négatif.
L'absorbance est immédiatement mesurée a 470 newti@s lectures sont faites a différents

intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h, et 48h).[58lites les mesures sont réalisées en triplicata.
L’activité anti-oxydante relative apres 48 heurstsoalculée selon la relation suivante :
AAR = (Abs Echantillon/Abs BHT) x 100
Ou:
-AAR : activité anti-oxydante relative.
-Abs gchantilon: @absorbance de I'échantillon apres 48 heures.

-Abs gyt : absorbance du BHT apres 48 heures.

6. Tests de I'activité antimicrobienne :

L’activité biologique se manifeste par l'apparitiatiun halo d’inhibition de la croissance
microbienne autour du disque contenant I'huile et$ske. La lecture s’effectue par la mesure du

diamétre d’inhibition observé [45].
6.1. Souches :

Les souches utilisées sont quatre souches baatésen

Souches bactériennes ATCC

Bactéries a Gram + | Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus cereus ATCC 10876

Bactéries a Gram - Escherichia coli ATCC 25912
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

6.2. Evaluation de I'activité sur milieu gélosé:

La méthode de disques permet de déterminer la tilsiied des bactéries aux agents
antibactériens. Cette technique est réalisé sa@smdcommandations de Clinical and Laboratory
Standards Institute CLSI M02-A10. [59]
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L’inoculum est préparé a partir d’une culture jedi@el8 a 24 h sur milieu gélosé non sélectif. 3
a 5 colonies bien distinctes sont suspendues gamsphysiologique 0.85 %, ensuite, la suspension
est ajustée au standard 0.5 McFarland avec unrephotomeétre a 625 nm qui correspond a une
densité optique de 0.08 — 0.1. Donc, la susperisgterienne contient approximativement 1 a 2 x
10° UFC/mL.

Des disques en papier filtre Wattman n° 4 de 6 rendidmetre sont stérilisés par autoclavage,
puis imprégnés par 04 pl de 'huile essentiel deldate (partie racinaire et aérienne). Le milieu d

culture recommandé est la gélose Mueller Hintorl& |2 a 7.4.

L’ensemencement se fait par écouvillonnage de ditham sur la gélose grace a des stries serrées
tout en tournant la boite a 60° a trois reprisesuiie, les disques sont déposés dans les boites su

la gélose préalablement ensemencé.

Apres 15 min de I'application des disques, lesdsoRétri sont incubées a 35+2°C pendant 18 a 24
h.

La lecture des résultats se fait par la mesure diametres des zones d'inhibition

uniformément circulaire (mm) [60] .

7. Activité antifongique in vivo de I'huile essentielle deCentaurea acaulis contre le

développement de champignons de C. sinensis :
7.1. Champignons pathogeénes :

Quatre isolats fongiques causant la pourriture atasges Aspergillus Niger Aspergillus Oryza

Penicillium italicumet Fusarium solanont été utilisées pour cette expérience [61].
7.2. Test antifongique invivo :

Pour le test antifongique Wivo, nous avons utilisé la méthode décrite par Dildiad. [62],
Les oranges sélectionnés pour les expérienceg@tav@es dans de I'éthanol (70%) pendant 2 min,
puis rincer deux fois avec de I'eau distillée &&10 min chacune) et séché a l'air. La surfase de
oranges stérilisée ont été blessés avec un cloe prwfondeur uniforme de 3 mm. Les inoculums
fongiques contenant iGpores/mL a été préparée par raclage la matiéspaes a partir de la
surface des colonies avec un coton-tige humideergise en suspension du matériau dans l'eau
distillée contenant 0,5% de Tween 80. Pour le destactivité antifongique in vivo contre les 04
isolats fongiques, les hydrolats deentaurea acaulisont été appliqués directement a la
concentration de 10g/mL et 25ug/mL. Les hydrolats d€entaurea acaulisle la plante (racinaire
et aérienne) et inoculum fongique ont été pulvérs&parément sur les oranges blessés. Fruits non
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inoculés avec l'agent pathogéne ont été utilisésmo® contrdle négatif. Les fruits ont été scellés
dans des boites en plastique polyéthylene aveaund’humidité et incubées entre 20-25 °C, état
de stockage.

7.3. L’activité fongitoxique (Test antifongique in vitro) :

L’activité fongitoxigue a été évaluée par la tecu@ d’empoisonnement de la
nourriture[63] Une pré-culture a été réalisée ; sur une boiteétie, Bontenant le Sabouraud solide,
un disque a été deposé au centre de la boite movdiune culture pure, I'incubation se fait durant

7 jours.

Les extraits sont additionnés a 20 mL de milieuobadud, les mélanges sont coulés sur des
boites de Pétri. Aprés, un disque (6 mm de diaméiwemycélium de la moisissure coupé de la
périphérie de la pré-culture de 7 jours est déposgentre des boites puis incubé a 25°C+ 2 pendant
7 jours. La lecture est réalisée & partir df®Jour en mesurant les diamétres des zones de

croissance de I'hyphe par rapport au contréle @blercentage d’inhibition mycélienne est calculé

par la formule suivante :
T= Db -Da

x100
Avec :

T . Taux d’'inhibition de la croissance mycélienne en %.
Da: Le diameétre de la colonie mycélienne dans I'eigmére (mm).

Db : Le diameétre de témoin (mm).
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