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Résumé

La présente étude consiste a la valorisation de deux espéces végétales, poussant a 1’état
spontané dans 1’Algérie, a savoir Artemisia campestris L. et Cistus laurifolius L. et a
I’évaluation de certaines de leurs activités biologiques. L’huile essentielle des feuilles séches
de I’armoise de la région de Djelfa a donné un rendement de 4.9 % et 1’huile essentiellle des
feuilles séches de ciste de la région de Chlef a donné un rendement de 2 %. Le screening
phytochimique a révélé la présence de différents groupes de métabolites secondaires dans les
parties aériennes des deux plantes étudiées : les alcaloides, tannins, anthraquinones, stérols et
triterpénes, saponosides et coumarines. L’analyse chimique par la CPG-SM a indiqué que les
composés majeurs étaient ; le comphor (41.95 %) pour I’huiles essentielles d’A. campestris et
le borneol (14.69 %) pour I’huile essentielle de C. laurifolius.

L’¢tude de IDactivité antibactérienne par aromatogramme, a montré un effet
antibactérien de 1’huile essentielle d’A. campestris sur les quatre souches de référence testées
(les diamétres des zones d’inhibition sont compris entre 18.33 et 24.33 mm) et I’huile
essentielle de C. laurifolius est active contre trois souches de référence testees (les diametres
des zones d’inhibition sont compris entre 17.66 et 30.66 mm). La synergie entre les huiles
essentielles étudiées et les antibiotiques standards a ehxibé un effet antibactérien important
sur différentes souches de référence (les diamétres des zones d’inhibitions sont compris entre
9.33 et 34.66 mm pour I’huile de I’amoise et 8.66 et 38.33 mm pour I’huile de ciste). Pour
I’huile essentielle de I’armoise, les valeurs obtenues de la CMI sont comprises entre 15 et 60
(mg/mL) et de 30 et 120 (mg/mL) pour la CMB. Concernant I’huile essentielle de ciste, les
valeurs obtenues sont comprises entre 40.63 et 81.25 (mg/mL) pour la CMI et de 81.25 a
162.5 (mg/mL) pour la CMB.

Les valeurs obtenues de la CEso par le test de DPPH sont 44.38 (mg/mL) pour I’huile
essentielle de I’armoise et 74.76 (mg/mL) pour celle de ciste. Par ailleurs, les valeurs obtenues
de la CEso par le test de FRAP sont 1.60 (mg/mL) pour I’huile essentielle de I’armoise et 2.04
mg/mL pour celle de ciste. L’activité antioxydante obtenue par le test de B-carotene de 1’huile
essentielle d’A. campestris est de 54.04 %, supérieure a celle trouvée pour I’huile essentielle
de C. laurifolius avec un pourcentage de 37.61 %.

La toxicité aigue étudiée a prouvé que les huiles essentielles d’Artemisia campestris et
de Cistus laurifolius testées étaient sans danger pour les souris Swiss albinos a différentes
doses. Le test de ’eedéme plantaire induit par la carragénine a signalé que ’'HE d’Artemisia
campestris a montré un pourcentage d'inhibition de 27.36, 39.62 et 56.60 % pour les doses de
100, 200 et 400 mg/kg de poids corporel respectivement aprés 6 heures. Tandis que, ’'HE de
Cistus laurifolius a montré un pourcentage d'inhibition de 22.64, 35.85 et 43.40 % pour les
doses de 100, 200 et 400 mg/kg de poids corporel respectivement apres 6 heures. D'autre part
; CeS pourcentages étaient inférieurs a ceux observés avec le diclofénac anti-inflammatoire de
référence (83.96 %).

Mots clés : Artemisia campestris, Cistus laurifolius, huile essentielle, CPG/SM, activité
antibactérienne, effet synergique, activité antioxydante, toxicité aigle, activité anti-
inflammatoire.



Abstract

This study is based on the valuation of two plant species, growing spontaneously in
Algeria, namely, Artemisia campestris L. and Cistus laurifolius L., by evaluating some of
their biological activities. The essential oil from the dry leaves of armoise collected from the
Djelfa region gave a yield of 4.9 %, while the oil from the dry leaves of cistus collected from
the Chlef region gave a yield of 2 %. Phytochemical screening revealed the presence of
different groups of secondary metabolites in the aerial parts of the two studied plants (Cistus
laurifolius L. and Artemisia campestris L.) such as: alkaloids, tannins, anthraquinones, sterols
and triterpenes, saponosides and coumarins. Chemical analysis by GC-MS indicated that the
major compounds were; comphor (41.95 %) for the essential oil of A. campestris and borneol
(14.69 %) for C. laurifolius essential oil.

The study of the antibacterial activity by aromatogram, showed an antibacterial effect of
the essential oil of A. campestris on the four reference tested strains (the diameters of the
zones of inhibition are between 18.33 and 24.33 mm) while, the essential oil of C. laurifolius
IS active against three reference tested strains (the diameters of the zones of inhibition are
between 17.66 and 30.66 mm). The synergy between the essential oils studied and the
standard antibiotics shows a significant antibacterial effect on different reference tested strains
(the diameters of the zones of inhibition are between 9.33 and 34.66 mm for armoise oil and
8.66 and 38.33 mm for cistus oil). For A. campestris essential oil, the MIC values obtained are
between 15 and 60 (mg/mL) and 30 and 120 (mg/mL) for the MBC. Concerning cistus oil, the
values obtained are between 40.63 and 81.25 (mg/mL) for the MIC, from 81.25 to 162.5
(mg/mL) for the MBC.

The ECso values obtained by the DPPH test, are 44.38 (mg/mL) for Artemisia
campestris essential oil and 74.76 (mg/mL) for Cistus laurifolius essential oil. In addition, the
ECso values obtained by the FRAP test, are 1.60 (mg/mL) for armoise oil and 2.04 (mg/mL)
for cistus oil. The antioxidant activity obtained by the -carotene test of the essential oil of A.
campestris is 54.04 %, superior than that found with C. laurifolius essential oil, which showed
a percentage of 37.61 %.

The acute oral toxicity study indicated that the Artemisia campestris and Cistus laurifolius
essential oils tested were safe for Swiss albino mice at different doses. The carrageenan-
induced paw edema test indicated that Artemisia campestris EO showed a percentage
inhibition of 27.36, 39.62 and 56.60 % at doses of 100, 200 and 400 (mg/kg) body weight
respectively after 6 hours. While, the Cistus laurifolius EO showed a percentage inhibition of
22.64, 35.85 and 43.40 % at doses of 100, 200 and 400 (mg/kg) body weight respectively
after 6 hours. On the other hand; these percentages were lower than those observed with the
standard diclofenac 83.96 % (the reference anti-inflammatory).

Keywords: Artemisia campestris, Cistus laurifolius, Essential oil, GC/MS, Antibacterial
activity, Synergistic effect, Antioxidant activity, Acute toxicity, Anti-inflammatory activity.



uadla

Cistus s Artemisia campestris Lea s ¢ 5l all & Lalaki ) saty (ULl (e (pe 58 apli e Ulee adic)
axan a3 (g2 il bl A8al (315 63 (5 shaadl <y 3 ae ) s o) gl Legilaidisl amy anis JMA (e laurifolius
72 25350 Gl Ga leman o A AEA 3550 31 5Y 5okl cy 3 e Wi ¢(4.97) 6528 Y sana dilall (e
A syl llll A lall o) 3a) 8 Ay ) ciliag¥) (e Adlide Cile gana d5a s oo i) el Gasidll CaiS
OL s Js il () g8 Y i) ey SV LS 5o Jie (Artemisia campestris sCistus laurifolius)
<yl (41.95 Z)comphor <lS L Il GLS ) G ) GC-MS a5 Slaasl) Judasl) a1 o e S

.Cistus laurifoliusc 2! <u 31 (14.69 Z)borneol s Artemisia campestris s k=l

J bl cu3ll Goh e LSl slae 5l sy al e sile s VL LSl slaall Ll 4y < ekl
24.335 18.33 o Jaaiill (shalia jUadl) L jlidl a5 Al day )¥) dans yall YL e Artemisia campestris
i) s jlaal) a3l A dga el @Y s Jled ol Cistus laurifolius <u) of o 2 L (ab
Lgall by b sl a8 Al ) sl gu 3D el L (ale 30.665 17.66 (o Il (3hlic
9.33 o bl hlie ) b jlis) o ) ddlisal) dpa el YL e LSl Bliae 1530 dulal
Aol il Jany (& aidias s Sl 46y 5l Cinans, (50 Cu 3 ale 38.335 8.66 s ) < i ale 34,665
Gl L CMB 2 Jo/gle 120 (A1 30 a5 «CMI A Go/pde 60 15 (e 75l 555 af e sl il 3l
Jde/ide 162.5 N 81.25 (25,CMI A Jeo/ide 81.25 N 40.63 (3o 79l 555 ad (Ao Jgasd) &5 ca 5l Cy
.CMB

il cn 3l da /ade 44.38 (& DPPH il Gasb oo gle Jsaall &3 () CE5p Jladll S sl o

Givb oo 4o Jyanll &3 oA CEsp Jurdll 38 il b ey () ALYl o)l <o i da Jide 74,765 5 okl

Slcaall JabLiall 2y giall dpeill <S55 o0 3 da /ade 2,04 5 s bl zadll < 3 e /ide 1.60 58 FRAP il

Cistus (s baal) cu 3l 883 5m sl i e e ¢(7) 54.04Artemisia campestris (s _kall <l a3
(%) 37.61 i i yelal S5 claurifolius

4ulY) Cistus laurifolius s Artemisia campestris sy of (o) sabadl 4 sadll dpanall 4l > Ll

DI Loy A ) Aad gl Lial il | ddlide e jay slimpdl Ay pusy sudl (ol yidll Al il W sl o3 )

756.605 7.39.625 727.36 s Lawiii s Lelal Y Artemisia campestris  <w) of G Olss

I ) 3l elal et clelu 6 2 il e anad) (55 e (&5 / &) 4005 200 , 100 e s

G5 e (JS/ &e) 4005200, 100 e e 743,405 2.35.85 5 722,64 <aly byt LsCistus laurifolius

bl @l K ae calaa gl A @lli e JB sl s cilS AT A g0 Slelu 6 2 Mgl e sl
(g Al el las) 783,96

sadl Llall «CPG/SM ¢ ulul <y «Cistus laurifolius «<Artemisia campestris :daliiall clalsl)
bl slcaall Lalal) salall dpand) 5auSU sliaall Lalil) ¢y 5t Lkl oy,



Table des matieres




Table des matieres

L 11 T3 Q0 =) 111 1L
DEAICACE. ..eeuniiiniiiniiiniiiiiiiiniiiiiiieietntiinetieatosasssesssntossssssnsssnsssnssonnssssssnnn
] 1 111
1] T
UBALA, i iiiiiiireteeeterareeeeterarasastesesasassssesesnsssssresnssssssnsasasssssnsasassnsnsnsnsans
Listes des tableauX....c.cvvuiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiniiinetieatcssecsssosssssnsssnnssonn
Listes des fIgUIeS..ccciiieiiieiiiieiiieiiiiiiieteinieireteesresnsssssssssssssssssnssssssssnsssnnsses
Listes des abréviations et Symboles........ccoceiiiiiiiiiiiniiiiiiiiniiiniiiieiiinicinecsnsnmnne.
INErOTUCTION. ... .o e 2
Revue bibliographique
Chapitre | : Especes végétales étudiées
1. La famille des AStErace. ......o.uviniiiit it 5
1.1, Le genre ArTemMISIA .. ....oouit it s 5
1.2. Artemisia campestris (ArMOISE TOULZE) . ..vvuvrnrnrint ettt et ee ettt eeee e eneaens 5
1.3. Description morphologique (BOtanique).........ovuveerieeiriiaie i e eieeeaeenenns 6
| I () 170} 111 T PR 6
1.5. Distribution et Habitat....... ..o e 7
0 T 0 L P 8
1.7. Répartition GEOZIaphiqUe. .....c.uvieiiett ittt ettt e e e e e e e eee e 8
1.Dans 1€ MONAE. .....c.uiiii e e 8
B 5 4 B AN 35 (P 8
1.8. Composition chimique de I’huile essenticlle d’Artemisia campestris .................... 9
1.9. Propriétés thérapeutiques de cette plante.............coooeiiiiiiiiiiii i 11
2. Famille des CiStACEES. ... .. euie e e 11
B B DT 1<) 01 (S OS] 1 12
2.2. Cistus laurifolius (Ciste a feuilles de laurier)...........c.oooeviiiniiiiiiiiiiieie e 12
2.3. Description morphologique (botanique)...........co.eiieiiniiiiiiii i, 12
B T 5 (0] 110 ) 4| (<P 13
2.5. Distribution et Habitat............o.oiiiiii 14
2.6, USAE. ...ttt 14
2.7. Répartition GEOZIaphiIqUE ... ..o.uineiintit et e 14
I1.Dans 1e MONde. ........oouiinii e 14
2 EN ALGEIIC. .ot 15
2.8. COMPOSItION ChIMIGUE. ...\ttt e e eeaas 15
2.9.Propriétés thérapeutiques de Cistus laurifolius ..............coooiiiiiiiiiin e, 15
Chapitre 11 : Les huiles essentielles
1.Les huiles eSSentielles. ... ...oueiniieii e 16
L R B 1< 711110 ) o DR ST 16
1.2. Composition chimique des huiles essentielles..................oooiiiiiiiiiiiiii 16




1.2.1. Terpenes (terpénoides ou iSOPreNOTAEs)........oviuiririnieriiie e, 17
1.2.2. Phénylpropanoides. ........oouieniiniiii it e 18
1.2.3. COMPOSES SOUTTES B AZOTES. ...\ uinetitie it e e, 19
1.3. REpartition DOtanIQUE. ......ouuieet ittt ettt et ettt e ettt e e eeeeeaeens 19
1.4. Lieu de synthése et de sécrétion.. 20
1.5. Propriété physico-chimique des hulles essentlelles .......................................... 20
1.6. Toxicité des huiles essentielles. .........o.ovviiiiiiiii e 21
1.7. Facteur influengant sur les molécules bioactives des huiles essentielles................... 22
1.8. Méthode d’extraction des huiles essentielles..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiaennn. 23
1.8.1. Par entralnement @ 1a VAPEUT..........o.iuitinit i, 23
1. Hydrodistillation SIMPIe........c.ooitiiniitiiii e eaea s 24
2. Distillation & vapeur Saturée. ...........c.ouiirintii ittt 24
3 HYAro-diffusion. . ..ovo e 25
1.8.2. AULIES tECHNIGUES. ...\t ettt ettt et et ettt et e e e aeaaens 26
1. Distillation par enfleurage. .........o.ovuiiiiiiii i 26
2. Distillation assistée par MiCro-ondes............c.ovieriiriiiiiiiiii i, 26
3. Distillation par des solvants Organiques..............coeeueeriiriiriiiieiaeananennnn. 27
4. Extraction par fluide a I’état Supercritique..........ooevvvriiiiieiiiiiieeieeieeannnnn. 27
1.9. Méthodes d’analyse des composants huiles essentielles.................c.cooviiiiin.n. 28
1.10. Domaines d’utilisation des huiles essentielles................ccooviiiiiiiiiiiiiiiiannni, 31
1.11. Mécanisme d’action des huiles essentielles..............coooeiiiiiiiiiiiiiiii e, 32
Chapitre 111 : Activité biologiques des huiles essentielles
1.Inféction NOSOCOMIALE ... .oueiit e e e 33
00 O T 34U 103 33
1.2, EPIAEMIOIOQIE ....voeie i 33
1.3. Origine des germes (Agents pathogenes).........oovvviiiiiiiiiii i 33
1.4. Modes de tranSmMISSION. . ....u ettt ettt ettt et e et et et e et e et e e e e aae e anaeanne e e aans 34
1.5, Patient T8Ot ...ttt 35
1.6. Principale infection nosocomiale ...............coiiiiii i, 35
1.6.1. Infection urinaire NOSOCOMIAIE ........coviiiniiii i e 35
1.6.2. Pneumonie noSOCOMIAlE .........oouiiiiiii i e 35
1.6.3. Infection des plai€s OPETALOITES ... ..ouuenueene ettt 36
1.6.4. Infection SUr CatNELEN ........ ..o e, 36
1.6.5. AULIes INTECLIONS .. .ueneiit et 37
2. LeS AntiDIOTIQUES. ...ttt ettt et 37
B B D 1< 4111510 ) 37
2.2. Les antibiotiques naturels et Synthetiques .............coooiviiiiiiiiieee, 37




2.3. Mode d’action des antibiotiqUeES. .......ouuieettietett ettt et et 38
2.4. La résistance bactérienne aux antibiotiqUeSs..........ovueeeririirteriiineeeeteaeeeennnnn 39
2.4.1. Résistance naturelle OU INNEE ..........oviiuiiiiiitii i 39
2.4.2. RESISTANCE ACQUISE ... \.vint sttt ettt et et e e e e e 40
3.Activités biologiques des huiles essentielles ............ccooiiiiiiiiiiii 40
3.1, Activité antimiCrODICNNE. ... ...iutitiit ittt ettt e ae e e e e 40
3.1.1. Activité antibacterienne ........ ..o 41
3.1.2. ACIVItE antiVirale ........o. 41
3.1.3. ACtivité antifOnIQUE .....ueintitt ettt et e 42
3.1.4. ACtiVité anti PrOtOZOAIIE. ... vttt ettt et ettt et et e et et e e et e e aneeeenaenns 42
3.2, ACtiVIte antioXYAANTE ........oviintiiti ittt 43
3.2. 1. Le Stress oXydatif. .. ...o.uieiit it e 43
3.2.2. Les radicauX LIDTes. .....ouiiii i e 44
3.2.3. LeS antioXYdantS. .. uu ettt ettt e e e 44
1.SyStEME ENZYMALIQUE. .. ..vtteetitt ettt et et et e e e et e e et et e reeeeeeaneea 45
2. Systeme NON ENNZYMALIQUE. .......uirit ittt et et e e 45
3.Mécanisme d’action des antioxydant..................ooiiiiiiiiiii 45
3.3. Activité anti iINflammatoire ..........ooiiiniiii i e 46
33,1 Linflammation. . ......oienii e 46
3.3.2. Types d Inflammation. .........coouiiiiiit e e 46
L. Inflammation @igUeE..........oouiiiiiiit ittt e e e e e 46
2. Inflammation Chronique. ..........oooiiiiii e 48
3.3.3. Les anti-inflammatoires. ..........o.ouiiniiritt e 48
1. Les anti inflammatoires traditionnels................ooiiiiiiiiiiiii e, 48
2. Les anti inflammatoires conventionnels................cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
3.4, ACHIVIEE ANTICANCETCUSE. .. uvt ettt ettt et e e et e e e e e e e et e e e eaeeeaeennneas 50
Partie expérimentale
Chapitre IV : Matériel et Méthodes
1. Matériel BIoloGIQUE ......oonei e 51
1.1 Matériel vEGEtal ... e 51
0 O R 2T ) L 51
1.1.2. Détermination du taux d’humidit..............cooiiiiiiiiii e e 53
2. Screening phytoChIMIQUE .........coiuiii i e 53
0 O s 113101 53
2.2. MOAE OPETALOIIE. .. ..t eeteee et e e et e et et et e e e e 53
Lo ALCAlOTAe. . .o 53
2. Polyphénol... ..., 54
2 TR I 14T 54
2.2, FlavomOides. . ..ottt et e 54
2.2 1. ANtROCYANE. ...ttt e 54




2.3. DArivESanthraClNiqUES. ......o.etiie e 54
2.3.1. Dériveés anthracéniques libres............oooeiiiiiniiiiii e, 55
2.3.2. Dérivés anthracéniques COmMDINEGS. .........uiuiieieiiit ittt eeeaaeaanns 55
2.4, SAPONOSIAC .. ettt ettt ettt et et e e e e 56
PRI 1 () S 0113y o 1<) 1 PP 56
2.6. AULIE CAraCtEriSAtION .. . .eueut ettt ettt ettt et 57
2.6.1. COMPOSES TEAUCLEUIS. ... .uvttt ettt et et et et ettt et et e e et e et et e nae e eaens S7
2.6.2. Ose8 €t holOSIACS. ...\ iuiiti e e S7
2.6.3. MUCTIAZE . ..vvitiet it e S7
3. HUIles @8SeNICIIES. ... v ettt e e 58
3.1, Proc€dé d’eXIraction ... ......iiuiietiti ittt e 58
3.1 Hydrodistillation ............uiueinitit ittt e et 58
3.1.2. Détermination du rendement d’eXtraction...............coeoiuiuiiiiniineeiiieeenin, 58
4. Analyse des huiles eSSentielles ...........ooeiiiriirie i 59
4.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)........ccooiiiiiiiiiiiiiiiie e, 59
4.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM).. 59
4.3. Identification des COMPOSES ChIMIQUES .....vivviriiniiitiit et aneeneanns 60
5. BtUAE IN-VITIO. ..o 61
5.1. Etude de I’activité antibacterienne. ... ... ..couviinuiiiiiii i 61
5.1.1. Etude de la sensibilité des bactéries pathogenes vis-a-vis des agents 62
antibactériennes standards (Antibiogramme)..............coooviiiiiiiiii i,
5.1.2. Effet antibactérienne des huiles essentielles étudiées (Technique de Vincent)......... 62
5.1.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (C.M.I) ...................... 62
5.1.4. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CM.B) .................... 63
5.1.5. Etude de I’effet synergique d’antibiotiques et des huiles essentielles testés........... 63
1. MOUE OPEIALOIIE. ... vttt et ettt et et et et e et e e e et e e e 64
5.2. Etude de I’activité antioXydante...........c.oviuiiiniiii i e e 64
5.2.1.Test de DPPH. ... 64
5.2.1.1. MOde OPCIatOIre. . .. .veeeet ettt et et e e e et e e e e et e e e e 65
5.2.1.2. Expression des réSultats. ..........ooeiiiiiiiiiii e 65
5.2.2. Test Ae FRAP. ... e e e e 66
5.2.2.1. MOdE OPCIatOITe. . .. .ve ettt ettt et e e et et e e e e e e e e e e e e e eaaeanns 66
5.2.2.2. Expression des réSultats. ...........ooiiiiiiiiiii e 67
5.2.3. Test du blanchissement du B—Carotene............c.ccoviiiiiiiiiii e 67
5.2.3.1 MOd@ OPEIAtOIIC. . ...ttt ettt et e ettt et e et et e e 67
5.3.2.3.2. Expression des réSultats. ............ooiiiiiiiiiiii 68
6. Etude in-vivo (toxicité aigué, activité anti-inflammatoire) ...................cceeeeveeeinnn. 68
6.1, TOXICIEE AIQUE. ...\ttt e e e e 68
6.1.1. NOtION de tOXICIEE. ... vttt et et e e e e 68
0.1, 2. PrINCIPE. .ottt ettt et et eaaans 69
6.1.3. MOAE OPETALOIIE. ...ttt ettt ettt e e et et et et e e e e eae e 69
6.1.4. Effet anti-inflammatoire des huiles essentielles...............ccoviiiiiiiiiiiiiiiinn. 69




Chapitre V : Résultats et discussion

LIMAtEriel VEQALAL. ..., 71
L1, Taux d’humidit. .. ..o e et e 71
1.2. Screening phytoChImIQUE ... ... e 72
2.Huiles eSSentielles ... 75
2.1. Rendement en huiles essentielles ... 75
2.2. CompoSitions ChIMIGQUES .....o.vitiit ittt e e e s 76
3. Etude de P’activité antibacterienne. ...........o.vviiniiiii ittt 81
3.1. Activité antibactérienne vis-a-vis les agents antibactériens standards..................... 81
3.2. Pouvoir antibactérien des huiles essentielles. ..., 83
3.2.1. Technique de diffusion en milieu gélosee (méthode de Vincent).................. ... 83
3.2.2. Détermination de la concentrations minimales inhibitrice (CMI), bactéricide 85
(OB . e

3.2.3. Effets synergiques des antibiotiques et des huiles essentielles........................... 87
4.Etude de I’activité antioxydante des huiles essentielles ...............ccooviiiiiiiiiinn.n. 92
4.1, Testde DPPH. ... 92
4. 2. TSt e FRAP ... 94
4.3. Test du blanchissement du B—Carotene. ..........c.oooiriniiiiii i 97
5. ETUAE IN-VIVO ... e 99
5.1. TOXICItE Orale AIQUE. ......oouiii e, 99
5.2. Activité anti-inflammatoire........ ... 100
CONCIUSION. 1 tttiieiieetintieeeeerentaasessesensonsesssnsessnsonsanssssnsansansessnssnsonssssnssnsnnnns 106
Réferences DIblOgrapNigUES...ceeiieiieiiiieiietieiieteeeeeetenteacssnsensessscnssnsassansen 109
ANINIEXES ettt tiietineeatentensessssnsonsssassnsossssnssnssssssnsossossssnsossssnssnsossssnsonsosassnsans 146




Liste des tableaux

Tableau n°1 | Taxonomie d’espece d’Artemisia campestris L................ccccooviiinennnen. 07
Tableau n°2 | Composants principales caractéristique d’huile essentielle d’A campestri... | 10
Tableau n°3 | Taxonomie d’espece de Cistus laurifolius L... e e | 13
Tableau n°4 | Classes d’antibiotiques en fonction de leur 1ntr0duct10n en chnlque de 38
leurs origines et de leurs mécanismes d’action ..............................
Tableau n°5 | Coordonnées géographiques de la récolte des espéces étudiées.................. | 51
Tableau n°6 | Informations générales sur I'analyse effectuée par CPG-SM.................. 60
Tableau n°7 | Les souches bactériennes de références testées ............covvviiniiniiiiinnn. 61
Tableau n°8 | Résultats du screening phytochimique d’Artemisia campestris ............... 72
Tableau n°9 | Résultats du screening phytochimique de Cistus laurifolius .................. 73
Tableau n°10 | Les rendements en huiles essentielles de C. laurifolius et d’A.| 75
CAMPESIIIS. ...t
Tableau n°11 | Composition chimique de I’huile essentielle d’Artemisia campestris. ....... 76
Tableau n°12 | Composition chimique de I'huile essentielle de Cistus laurifolius............ 79
Tableau n°13 | Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques exprimés par le
diamétre de la zone d’inhibitionen mm......................o L 82
Tableau n°14 | Résultats de ’activité antibactérienne des HEs d'A campestris et de C.
laurifolius exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en mm.......... 83
Tableau n°15 | Valeurs des paramétres antibactériens de ’'HE d’A. campestris............... 86
Tableau n°16 | Valeurs des paramétres antibactériens de I’'HE de C. laurifolius ............. 86
Tableau n°17 | Effet synergique des antibiotiques et de I’huile essenticlle d’A. | 88
COAMPESITLS. .. eee e eee et et e et aee et eee e eee e et eee e et eet e et eee eee et eee e e eeees
Tableau n°18 | Effet synergique des antibiotiques et de I’huile essentielle de C. | 89
laurifolius..
Tableau n°19 | Valeurs de la concentration efflcace 50 (CEso) des hU|Ies essentlelles 94
étudiees et de I’acide ascorbique obtenues par le test de DPPH...............
Tableau n°20 | Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles étudiées et | 96
de ’acide ascorbique obtenues par le test de FRAP...............
Tableau n°21 | Effet anti-inflammatoire de 'HE d'A. campestris sur l'eedéme de la patte | 100
induit par le carraghénane chez la souris Swiss albinos...................c............
Tableau n°22 | Effet anti-inflammatoire de I'HE de C. laurifolius sur l'eedéme de la patte
induit par le carraghénane chez la souris Swiss albinos......................... 102




Liste des figures

Figure n°1 | Aspects botaniques de I’espéce Artemisia campestris ..................ccoe.. 06
Figure n°2 | Répartition géographique d’Artemisia campestris ...................oeeeenee. 9
Figure n°3 | Aspect botanique de I’espéce C. laurifolius............occovviiiiiiiciciien 13
Figure n°4 Distribution géographique des Cistaceae dans le monde..................... 15
Figure n°5 Structures chimiques de quelques constituants des huiles essentielles ..... | 19
Figure n°6 Principe de Clevenger de I’hydro distillation ............................eee. 24
Figure n°7 Distillation par entrainement a la vapeur d'eau..................ccooivinnnnn 25
Figure n°8 | Technique d’hydro diffusion...............coooviiiiiiiiiiiii e, 25
Figure n°9 Extraction par miCro- ondes...........ooevevuerinieiiiieeee e 27
Figure n°10 | Extraction par le CO2 SUPEICIItIQUE. ... ... ccoeiriiirieieeie e 28
Figure n°11 | Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 44
I’oxygene impliqués en biologie ..........ooviiiiiiiiiiii
Figure n°12 | Phases de la réaction inflammatoire ...................cocoviiiiiiiiiininnn. 47
Figure n°13 | Situation géographique de la station de collecte d’Artemisia campestris.. | 52
Figure n°14 | Situation géographique de la station de collecte Cistus laurifolius......... 52
Figure n°15 | Hydro-distillateur de type Clevenger pour I’extraction des HEs........... 58
Figure n°16 | Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de 60
MaSSE (CPG-SM)......ouiiiii i
Figure n°17 | Réaction de test DPPH ..........cccoiiiiiiiiiii e 65
Figure n°18 | Structure du FRAP et de sa forme réduite ................ccocviiiiiinine. 66
Figure n°19 | Taux d’humidité de ’espéce Cistus laurifolius................................ 71
Figure n°20 | Taux d’humidité de ’espéce d 'Artemisia campestris......................... 71
Figure n°21 | Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des | 92
différentes concentrations de I’'HE de C. laurifolius..........................
Figure n°22 | Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des | 93
différentes concentrations de I’HE d’A. campestris...........................
Figure n°23 | Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des | 93
différentes concentrations de 1’acide ascorbique....................ooouene.n.
Figure n°24 | Pouvoir réducteur de I’huile essentielle d’Artemisia campestris ............ 95
Figure n°25 | Pouvoir réducteur de I’huile essentielle de Cistus laurifolius ............... 95
Figure n°26 | Pouvoir réducteur de I’antioxydant de référence (1’acide scorbique) ....... | 95
Figure n°27 | Pourcentage de I’activité antioxydante relative des HEs et BHT............. 98
Figure n°28 | Le pourcentage d'inhibition de I'cedéme de la patte par le diclofénac et | 101
I'HE d'A.campestris pendant 6 heures apres injection de carraghénane....
Figure n°29 | Effet de I’HE d'A. campestris sur 1’cedéme plantaire 6 heures aprés | 101
injection de la carragénine chez la souris...............ccoooviiiiiiiiniennnn,
Figure n°30 | Le pourcentage d'inhibition de I'cedéme de la patte par le diclofénac et | 103
I'HE de C. laurifolius pendant 6 heures aprés injection de carraghénane..
Figure n°31 | Effet de I’HE de C. laurifolius sur I’cedéme plantaire 6 heures apres | 103

injection de la carragénine chez la souris..................coviiiiiiiinnnn,




Liste des abréviations

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation
AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien
AIS : Anti-inflammatoire stéroidien
ATCC : American Type Culture Collection
ATB : Antibiotique

BMR : Bactérie multirésistante

BN : Bouillon Nutritive

C° : Degré Celsus (Celcise)

CEso : Concentration Efficace a 50%

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
CPG : Chromatographie en phase gazeuse
DLso : Dose Létale 50

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle
ERO : Espéce réactive oxygénée

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power
GN: Gelose Nutritive

g : gramme

H.E: Huile essentielle

IC : lonisation Chimique

IE : lonisation Electronique

IR : Indice de Rétention



ISO: International Standard Organization
MHA : Muller Hinton Agar

MHB : Muller Hinton Bouillon

mL : milliliter

mm : millimétre

mg : Milligramme

OECD: Organization for Economic Co-operation and Development
p.c: Poids corporel

Pl : Pourcentage d’inhibition

P/v : Poids/Volume

RHE : Rendement en Huile Essentielle
SM : Spectrométrie de Masse

UFC : Unité Formant des Colonies

Ul : Unité Internationale

UV : Ultra-Violet

ML : Microlitre

VIV : Volume par Volume

V : Volume

h : heurs



Introduction




Introduction

Les infections nosocomiales connues également sous le nom des infections associées
aux soins de la santé, sont devenues des problémes mondiaux responsables du taux élevé de
morbidités et de mortalités dans les hépitaux (Benbelaid et al., 2016). 1l a été rapporté que la
cause principale de ces infections réfractaires est la multirésistance des microorganismes
pathogénes aux antibiotiques utilisés (Rosenthal et al., 2012). De méme, la résistance a ces
substances chimiques est devenue de plus en plus un probléeme majeur dans le monde, ce qui a
orienté les recherches vers les bioressources naturelles pour trouver des solutions, cette voie
est trés prometteuse et trés efficace pour lutter contre les bactéries résistantes (Sudano
Roccaro et al.,2004).

Les plantes font partie de la vie quotidienne de I'hnomme depuis I'antiquité puisqu'elles
sont utilisées dans l'alimentation et la santé (Fellah et al., 2006). Zeggwagh et al., (2014) ;
Jakovljevi¢ et al., (2020) ont indiqué que de nombreuses études menées sur I’efficacité des
produits naturels notamment les plantes aromatiques et medicinales en raison de leurs
diverses propriétés pharmacologiques. Différentes plantes médicinales contiennent diverses
molécules bioactives tels que : les composées phénoliques, les flavonoides, les tanins, les
caroténoides et les stérols (Mansouri et al., 2005). Les composés bioactifs seuls ou en
combinaison possedent un effet thérapeutique dans diverses complications des maladies
(Ozcan et al., 2014). En Algérie, les plantes médicinales traditionnelles ont été décrites
comme sources de précieux composés bioactifs (Ziani et al., 2018). D’aprés OMS, (2013) la
médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80 % de la
population mondiale.

Selon Angell et Kassirer, (1998) et Slifman et al., (1998) la médecine traditionnelle
comporte un certain nombre de risque incluant la toxicité de certaines plantes et I’interaction
des plantes avec les médicaments de synthése ou avec d’autres produits naturels, pouvant
occasionner par conséquent, des effets secondaires néfastes. Cependant, certaines especes
contiennent des principes actifs qui peuvent étre extrémement efficaces, alors que d’autres
sont toxiques a faible dose. L’utilisation exclusivement des plantes ne signifie pas qu’elles ne
sont pas sans danger (Iserin et Vican, 2001), une plante sur dix est vénéneuse (Franz-Xaver,
2010). Snoussi et al., (2003) ont indiqué que I’ Algérie, par sa gamme de climats trés variée et
sa situation géographique, possede un ensemble considérable d’espéces naturelles
représentant un patrimoine phytogénétique de tres grande importance grace a leur mode de
répartition spatiale et leur réle dans 1’équilibre écologique.

La valorisation de ces ressources est devenue indispensable. A cet effet, nous nous

sommes intéressés a 1’étude de deux especes poussant a I’état spontané dans notre pays, a
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savoir, Artemisia campestris L. et Cistus laurifolius L. Les huiles essentielles sont connues
comme composes non phytotoxiques ayant une activité potentielle contre les
microorganismes, sauf lorsqu'elles sont utilisées de maniére inappropriée ou elles peuvent en
conséquence avoir un effet nocif méme sur la santé humaine (Mizanur-Rahman et al.,
2013). En effet, les huiles essentielles sont utilisées comme nouvelles sources alternatives
naturelles (Rahman et al., 2011) ; grace a leurs propriétés anticancéreuses, antinociceptives,
antidiabétiques, antivirales, antibactériennes et antioxydantes (Luciardi et al., 2016).
Cependant, l'identification des constituants bioactifs des plantes médicinales est indispensable
pour assurer la fiabilité de la recherche biologique et la répétabilité ainsi que pour assurer le
contrdle qualité sur les avantages pharmacologiques et/ou dangereux (Wu et al., 2013 ; Ziani
et al., 2018).

Selon Ghaleb et al., (2008) et Olajuyigbe et al., (2012) la synergie de [r'huile
essentielle avec les antibiotiques est une approche thérapeutique qui peut conduire a un
nouvel procedé de traiter les maladies infectieuses. Roberts et Sindhu (2009) ont démontré
que le stress oxydatif est un autre probleme majeur de santé publique, suscite énormément
d’attention, se définissant comme un déséquilibre entre le systéme pro-oxydant et antioxydant
dans I’organisme. Il est provoqué par une surproduction de radicaux libres en impliquant le
développement de centaines pathologies humaines différentes tels que : I’athérosclérose, le
cancer, les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabéte, les rhumatismes et le
vieillissement prématuré de la peau.

Le traitement de [linflammation nécessite aujourd'hui des anti-inflammatoires
stéroidiens et des médicaments non steroidiens. Parallelement, bien que ces substances soient
le plus souvent efficaces, elles peuvent présenter des effets indésirables pouvant interférer
avec leur utilisation a long terme tels que : la toxicité hépatique, urinaire, les maladies gastro-
intestinales et l'inhibition de l'agrégation plaquettaire (Batlouni, 2010). Pour cette raison, il
est nécessaire de discerner des médicaments anti-inflammatoires alternatifs ayant moins
d’effets secondaires pour étre utilisés dans le traitement des inflammations particuliérement
chroniques.

Le présent travail s’inscrit dans cette perspective a pour objectifs d’approfondir les
connaissances sur les especes Artemisia campestris et Cistus laurifolius et a les valoriser par
I’évaluation des activités antibactériennes, 1’effet synergique, I’activité antioxydante et anti-
inflammatoire de leurs huiles essentielles ainsi que leur toxicité afin s’assurer de leur

innocuité.
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Notre étude est structurée en deux parties : la premiere partie est consacrée a une synthese

bibliographique répartie sur trois chapitres. Le premier est consacré a la description botanique

des deux especes végétales étudiées, le deuxieme chapitre aborde des généralités sur les huiles

essentielles, tandis que le troisiéme chapitre s’intéresse aux activités biologiques des huiles

essentielles et particuliérement 1’activité antibactérienne, antioxydante et anti-inflammatoire.
La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres: le premier (quatrieme

chapitre) présente le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir

« Screening phytochimique des parties aériennes des plantes sélectionnées ;

* Extraction des huiles essentielles des deux especes par la méthode d’hydrodistillation

« Identification des composés chimiques des huiles essentielles par CPG-SM ;

* Etude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles par la méthode d’aromatogramme,

CMI et CMB.

* Etude de I’effet synergique des huiles essentielles étudiées avec les antibiotiques standards.

* Etude de ’activité antioxydante des huiles essentielles par le test de DPPH, de FRAP et du

blanchissement du B-carotene.

» Etude pharmacologique in-vivo des huiles essentielles par évaluation de leurs toxicites

aigues et leurs activités anti-inflammatoires par le test de I’cedéme plantaire induit par

injection de la carragénine.

Le second (cinquieéme chapitre) est réservé a la présentation et la discussion de 1’ensemble des

résultats obtenus.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera ’ensemble des résultats

obtenus.
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Chapitre 1

Espéces végétales étudiées
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1. La famille des Asteraceae

Les Astéracées (anciennement appelées composées ou plus rarement composacées) sont
une famille appartenant aux dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et plus de 23000
especes dont 750 endémiques, c'est la famille la plus importante des Angiospermes. Elle
présente des caractéres morphologiques divers : herbes vivaces, plus rarement des arbustes,
arbres ou plantes grimpantes et quelques fois plantes charnues. De méme, l'aspect de
I’appareil végétatif est trop variable pour caractériser les Astéracées. Cette famille est tres
homogene au niveau de ses inflorescences qui sont trés caractéristiques, tel que le capitule
(Benamara, 2015).

1.1. Le genre Artemisia

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées I'une des plus grandes
familles. 11 a été démontré que le genre Artemisia regroupe plusieurs petites herbes et arbustes
(Abad et al., 2012), et selon la littérature il comprend un grand nombre d’espéces prés de 200
a 400 retrouvé dans toute la moitié nord du monde (Salido et al., 2004). Artemisia, Santolina,
Centaurea et Chrysanthemum...etc, sont considérés parmi les genres les plus importants (Dob
et Benabdelkader 2006). Selon Boukhalkhal et al., (2018) environ onze especes
d’Artemisia peuvent étre trouvées en Algérie. Egalement Tang et al., (2000) ; Houari et
Ferchichi (2009) ; Akrout et al., (2010) ont montré que le genre Artemisia est riche en
composes biologiquement actifs et les recherches phytochimiques ont prouvé que ce genre
contient principalement les monoterpénes et les sesquiterpenes. Ainsi que les industries
pharmaceutiques ont exploité de nombreux composés extraits de différentes espéces de
I’armoise (Chier et al., 2002). Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent
des propriétés thérapeutiques et non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais

aussi dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007).

1.2. Artemisia campestris (Armoise rouge)

La plante d’Artemisia campestris est un arbuste aromatique (Chalchat et al., 2003).
Cette espéce est assez commune sur les sols siliceux et les bords des riviéres jusqu'a 1500 m
(Le Floc'h, 1983). Le terme « Armoise » dérivé du latin Artemisia qui désignait chez les
Romains et leur Grecs ’armoise commune, dédiée a Artémis en raison de son usage médical

en gynécologie (Francois, 2012).
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1.3. Description morphologique (botanique)

Artemisia campestris est une plante spontanée, sous-arbrisseau vivace, forme des
touffes ou des buissons ramifies de 20 a 80 cm de haut, ses rameaux sont rougeatres et ses
feuilles vert foncé ainsi que ses petites fleurs jaune vert se réunissent en grappes au sommet
de la plante et aux aisselles des feuilles supérieurs (Zeguerrou, 2010).

e Feuilles: elles sont vertes ou vert-brunatre, divisees en fines laniéres; feuilles deux
fois divisées, les supérieures sessiles, les inférieures pétiolées (Boudjouref, 2011).

e Fleurs: elles sont jaunatres et sont réunies en de nombreux capitules tres petits,
ovoides; involucre et réceptacle glabres ; fleurs du centre du capitule stériles ou
hermaphrodites, celles de la périphérie généralement unisexuées et femelles; étamines
a antheéres prolongées en pointe a leur sommet. La floraison a lieu du mois d’aout au
mois d’octobre (Boudjouref, 2011).

e Fruit : ¢’est un akéne ovoide dépourvu de pappus (Kreitschitz et Vallés, 2007).

Figure n°1. Aspects botaniques de ’espece Artemisia campestris L (Bertella, 2019).

1.4. Taxonomie

Artemisia campestris L. appartient a la famille des Astéracées, tribu des Anthemideae
et du genre Artemisia, qui contient plus de 350 espéces (Mabberley, 1998). La classification
qu'occupe Artemisia campestris L. dans la systématique est la suivante (tableau n°1) (Quezel
et Santa, 1963 ; Dupont, 2004).
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Tableau n°1. Taxonomie d’espéce d’Artemisia campestris L.

Régne Plantae

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous-classe Astérides

Ordre Asterales

Famille Astéracées

Genre Artemisia

Espéce Artemisia campestris L.

Noms vernaculaires :
-Noms francais : Armoise rouge, Armoise champétre, Armoise des champs.
-Noms anglais: Field Wormwood, Field Sagenort, Field Sagewort.
-Noms Arabe : degoufet, Taguq, tguft, Tadjuq, tedjok Alala, allala (Benchelah et al., 2004 ;
Boudjlal et al., 2013 ; Elbidi, 2016).

-Nom scientifique : Artemisia campestris L. (Quezel et Santa, 1963).

1.5. Distribution et Habitat

D’apres Pirini Chrisoula et al., (2014) cette plante également pousse dans les prairies
séches dans une grande partie de I’Europe central et méridionale. L’espéce d’A. campestris est
prédominée dans les régions arides des pays d’Afrique du Nord : Algérie (Noumi et al.,
2010), Maroc (Rebbas et Bounar, 2014), Libye (Fakchich et Elachouri, 2014 ; El-
Mokassabi 2014) et Tunisie (Kawada et al., 2012 ; Saadaoui, 2014). A. campestris
accompagne la végétation dominante des prairies xerophiles en république Tchéque (Novak
et Konvicka, 2006) ainsi pousse sur des sols graveleux pres des rivieres en Italie (Guarino et
al., 2008). Abad et al., (2012) ont démontré que le genre Artemisia se trouve dans les régions
tempérées du Nord. L’armoise rouge est trés fréquente en zone aride et semi-aride (Quezel et
Santa, 1963).
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1.6. Usage

L’espéce d’A. campestris est utilisée par les populations du Sud Algérien pour calmer
les troubles digestives, les douleurs abdominales ainsi les nausées. Par conséquent, les HEs de
cette plante ont une activité antifongique et antibactérienne (Akrout et al., 2007). Selon Baba
Aissa, (1991) la partie aérienne de cette plante a été employée dans la médecine traditionnel
depuis de nombreuses années particulierement contre les troubles digestifs, ulcere gastrique et
douleurs menstruelles. Les feuilles d’Ariemisia campestris sont la partie la plus utilisées dans
la médicine traditionnelle comme anti-venin, anti-inflammatoire (Le Floc'h, 1983). D’apres
Ferchichi et al., (2006) I'usage des feuilles pour soigner les régles irréguliéres ou pour
I'accouchement est sous forme de décoction. Elles cicatrisent les plaies et les brilures si en
usage externe. Cette espece est exercée contre la crampe d’estomac, calme les doleurs de
I’angine, les morsures des serpents et scorpions (Zeguerrou, 2010). Cette espéce est
caractérisée avec de nombreuses propriétés qui couvrent un large éventail d’applications
particulierement en tant qu’antifongique, insecticide, anti-oxydant, antibacterien, antitumoral,
antimutagene, anthelminthique et anti-hypertenseur (Dib et al., 2017). Dob et al., (2005) ;
Djeridane et al., (2007) ont trouvé qu’en medecine populaire arabe A. campestris a été
adoptée aussi comme fébrifuge, vermifuge, anti-cancéreux, contre les troubles digestifs,

I’ulcere gastrique et les douleurs menstruelles.

1.7. Répartition géographique
1.7.1. Dans le monde

Il a été rapporté que le genre Artemisia se trouve autour du monde, pousse
spontanément dans I’hémisphére nord. Ainsi cette espece existe dans toute I’Europe, a
I’exception des zones arctiques et de la plupart désiles : Baléares, Corse, Sicile, Créte, Irlande,

Islande, Spitzberg, aussi en Sibérie, en Asie occidentale et au Maghreb (Berrouane, 2014).

1.7.2. En Algérie

Dans I’algérie I’espéce d’A. campestris a une répartition inégale : assez bien représentée
dans le sud et ’ouest, elle est plus rare dans les montagnes de 1’est et plus encore dans le
nord-est (Berrouane, 2014). Onze especes ont été recensées dans la flore de 1’Algérie
(Berrouane, 2014).
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Figure n°2. Répartition géographique d’Artemisia campestris L (CJB et SANBI, 2012).

1.8. Composition chimique de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris

Plusieurs travaux ont prouvé que la composition des huiles essentielles d'A. campestris
est trés variée. D’abord les premiers travaux effectués par Goven, (1963) en Turquie montrent
que le constituant principale d’HE est I’a-pinéne (21 %) suivie par R-pinéne (12 %), 1,8-
cineole (8 %), thujone (4 %), Alcool thujyl (15 %) et geraniol (13 %). Une étude réalisée en
Italie par Silvestre et al., (1999) sur la composition de I'huile essentielle de cette plante a mis
en évidence le composé majoritaire a-pinéne (15.3 %) suivie par R-pinene (9.80 %), oxyde
caryophyllene (18.2 %), Spathulénol (9.3 %), limonéne (4.9 %) et 1.8-cineole (5.2 %).

De méme, d’autres travaux ont démontré que les constituants les plus abondants des
HEs chez I’A. campestris sont : y-terpinene, capilléne, 1-phenyl-2,4-pentadiyne, spathulenol,
methyleugenol, p-cyméne et B-pinene (Akrout et al., 2001). Une étude indique que le
composé primordial de cette HE est : Z-E farnesol (10.3 %) suivie par cedrol (5.4 %) et
verbenone (3.8 %) selon Dob et al., (2005). En outre, de nombreux travaux éffuctués sur
quatre régions différentes de Tunisie ont révélé que le composant principale de I'HE d'A.
campestris est le 3-pinéne (24% a 49.8 %) suivie par a-pinene (5.9 % a 12.5 %), pcymene
(3.4 % & 9.4 %) et le limonéne (4.9% a 9.3 %) (Akrout et al., 2007).
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Tableau n°2. Composants principales caractéristiques d’huile essentielle d’A. campestris.

Composants principales Pays | Régions Référence
- a-pinéne (41.1 %) - Ben Guerdane (Neffati et al., 2008)
- B-pinéne (34.2 %) - Beni-Khedache (Akrout et al., 2011)
- B-pinéne (41.8 %) Tunisie
- B-pinéne avec des taux -BenGuerdane, Benikhdache, | (Akrout et al., 2010)
allant de 24.2 2 27.9 %. - Djerba

- Tataouine
- (Z, E) -Farnésol (10.3 %) -Bou Saada (Dob et al., 2005)
- Cédrol (5.4 %) Algérie
- a-pinene (18.4 %) (Belhattab et al., 2011)
- B-pinene (26.6 %) -Djbel Amour (Bakhchiche et al., 2013)
- B-pinene (25.6 %) -Oum El Bouaghi (Bakhchiche et al., 2014)
- Spathulénol (13.13 %) et Maroc | -Figuig (Dib et al., 2017c)
B-pinéne (11.92 %)
- Spathulénol (10.19 %) (Dib et al., 2017b).
- Germacréne D (24.2 %) Pologne | - Lodz (Lis et Kowal, 2015)
- 1,2-dihydro - Alexandrie, Ravenne et (Bellomaria et al., 2001)
acenaphthylene avec des Rovigo
quantités allant de 30.5 a Italie
77.3 %, sauf un seul qui
contenait 1 ,2-dihydro
acenaphthylene (30 %) et
B-pinene (30.5 %).
- 1,8 cinéole (19.2 %) et - Piémont (Mucciarelli et al., 1995).
spathulénol (18.7 %).
- Terpinéne (46.5 %) France | - Camargue (Juteau et al., 2002)
-spathulénol (9.2 %) et B- | Serbie |- Voivodine (Chalchat et al., 2003).
pinene (9.1 %).
- B-pinene (17.8 %) Portugal | - Aveiro (Silvestre et al., 1999).
-Germacrene D avec un Lituanie | / (Judzentiene et Budiene

taux variant de 9.8 a 31. 2 %.
- Spathulénol (9.7 %)

2014).
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1.9. Propriétés thérapeutiques de cette plante

Les parties essentielles de la plante ayant des vertus sont les suivants : les tiges, les
feuilles et les inflorescences (Escuder, 2007). 11 a été démontré d’aprés Ferchichi et al.,
(2006) que les populations du sud Algérien l'utilisent pour calmer les troubles digestives, les
douleurs abdominales, les nausées. Ainsi qu’elle est appliquée en décoction pour les régles
irréguliéres ou pour I'accouchement. En usage externe, elle cicatrise les plaies et les bralures.
Les huiles essentielles de cette plante ont une activité antibactérienne et antifongique d'apres
(Akrout et al., 2007). Cette plante appliquée traditionnellement pour traiter les troubles
digestives (Ould Hadj Didi et al., 2003), de méme detruire les parasitoses intestinales et
récemment des études ont été faites sur ces extrais afin de tester leur efficacité vis-a-vis les
cellules cancérigenes du colon (Akrout et al., 2011). Selon Erel et al., (2012) le pouvoir
antiseptique, antimicrobien, antifongique et antiparasitaire de 1’armoise rouge ont contribué a
leur application dans de nombreux domaines.

D’apreés Al-Snafi (2015) cette espece possede aussi d'autres activités tels que ; les
activités cytotoxiques, insecticides, antipoisons, anti venineux et antidiabétiques. L’espece
d’A. campestris est caractérisée par des propriétés antibactériennes et antifongiques. Selon
Won et al.,, (2007) I’extrait aqueux des racines d’A. campestris possede des potentiels
antifongiques. De plus, cette plante est employee dans le traitement de febrifuge, vermifuge et
elle est adoptée comme agent anticancer et antitumeur (Djeridane, 2007). Il a été montré
selon Dob et al., (2005) et Sefi et al., (2010) que cette plante est trés répondue dans toutes les
régions présahariennes de 1’Algérie en usage locale, elle est tres efficace pour traiter les
troubles digestives, les ulcéres, les douleurs menstruelles et dans le traitement de diabete. Les
parties aériennes sont utilisées dans le traitement des brulures, des diarrhées, des morsures de
serpent, des piqures de scorpions, de I’eczema, de la gastroenterits, de la dysenterie, du
rhumatisme, ainsi que pour traiter les infections urinaires, la fiévre et la toux (Ben Sassi et al.,
2007). De plus cette espece est riche en composés dotés d’activité antioxydante tels que : les

flavonoides, les polyphénols et les tanins (Bruneton,1999).

2. Famille des Cistacées

La famille des cistaceae (cistacées) est une grande famille constituée des plantes
dicotylédones, environ 175 espéces sont réparties en 8 genres distribués dans les zones
tempérées de I’hémisphére nord et dans le sud du continent américain. Egalement la grande
biodiversité de cette famille se situe dans le bassin méditerranéen (Joulain et Koing ; 1998 ;

Davies ; 1990). Dans cette famille le genre Cistus est dominant avec plus de 25 espéces,
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certaines sont endémiques et d’autres distribuées partout dans le monde. Il a été montré que
I’abondance des especes de ce genre se trouve principalement dans la partie Est de la
méditerranée et le Nord-Est de I’Afrique, par conséquent cette répartition suit les conditions
climatiques et edaphiques (Adams ,1995 et Brand-Williams et al., 1995). Les espéces les
plus abondantes du bassin sont : C. monspeliensis, C. ladaniferus, C. salviifolius, C.
laurifolius et C. albidus (Molyneux, 2004).

Les plantes du genre Cistus se trouve se forme des arbustes, sous arbustes ou des plantes
herbacées pérennes qui poussent dans les endroits ensoleillés sur des sols calcaires et siliceux.
Elles sont pionniéres des environnements dégradés résultant d’une perturbation humaine tels
que incendies, débroussaillements, etc.). Le feu stimule la germination des cistes, ces especes
sont les premiéres a apparaitre apres les incendies (Cos et al., 2006 ; Mighri et al., 2010).
D’aprés Awadh Ali et al., (2001) les feuilles des cistes sont simples, opposées sans stipule,
ovales, oblongues ou lancéolées de couleurs vertes, les fleurs sont hermaphrodites réunies en
inflorescence ou solitaires avec trois a cing sépales, les pétales (au nombre de cing) sont de
couleurs allant du blanc au violet et au rose fonce avec une tache rouge foncé bien visible a la
base de chaque pétale chez quelques espéces, les étamines sont nombreuses et libres, le
gynécée est formé par un ovaire de trois a cing carpelles, le stigmate est capité ou discoide, le
fruit est sous forme d’une capsule de 2 a 10 loges et valves puis les graines sont plusieurs

généralement petite ayant des formes de tétraedres ou subtrigones.

2.1. Le genre Cistus

Le mot « Ciste » signifie la francisation de cistus ; désignait ces arbrisseaux en latin. Le nom
cisthos ou kistos provient du grec Kiste qui évoque la forme des fruits. En France les deux
plus répandues sont le ciste a feuilles de sauge (C. salviaefolius) et le ciste de Montpellier (C.
monspelliensis) (Francois, 2012). Size especes caractéristiques du genre Cistus sont

particulierement prédominantes dans la végétation méditerranéenne (Talavera et al., 1993).

2.2. Cistus laurifolius (le Ciste a feuilles de laurier)
2.3. Description morphologique (botanique)

Selon Garnier (2013) I’espece de C. laurifolius (ciste a feuilles de laurier) est un
arbuste persistant de 1-2 metre, elle se caractérise par des fleurs blanches tachetées de jaune

avec 3 sépales.
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o Feuilles : elles sont ovales lancéolées a une langueur de 40-90 mm avec largeur de 17-
30 mm pubescentes, bases obtuses, marges entieres et pétiolées pubescent. D’aprés
Garnier (2013), les feuilles soyeuses en dessous a 1’état jeune et sont douées d’une
odeur tres puissante.

e Fleurs : elles sont blanches tachetées de jaune (Garnier, 2013) ayant 3 sépales ovales
lancéolées a une langueur de 13-18 mm, tomenteux, 5 pétales obovaux et blancs a une
langueur de 20-30 mm.

e Fruits : ils sont caractérisés par des capsules ovoides a une langueur de 9-12 mm.

Figure n°3. Aspect botanique de I’espéce C. laurifolius (Colak OF et al., 2017).

2.4. Taxonomie
La classification de I’espece C. laurifolius dans la systématique est illustrée dans le tableau
suivant (Guignard, 2001).

Tableau n°3. Taxonomie d’espéce de Cistus laurifolius L.

Reégne Plantae

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots ou Eudicotylédones
Sous-classe Rosidées (Eurosidées I1)
Ordre Malvales

Famille Cistaceaes

Genre Cistus

Espéce Cistus laurifolius

13



Chapitre | Espéeces végetales etudiées

Noms vernaculaires :
En frangais : Ciste
Nom commun : Agullid (Ouafae et al., 2014).

En Arabe : Honzlo, Elwerd.

2.5. Distribution et Habitat

L’espéce C. laurifolius est une plante pérenne qui pousse dans les zones ensoleillées
principalement sur des sols calcaires et siliceux avec des pH variant entre « 3.6 et 6.2 » et un
taux en matiére organique allant de « 0.46 a 6.96 % » (Demetzos et al., 1995). Par conséquent
la germination des cistes est inhibée par un pH basique et sa température optimale est
relativement basse (17°C), ainsi que les téguments des semences sont trés imperméables a
I'eau et la germination est stimulée par le feu (Nunez-Olivera et al., 1996 ; Robles et al.,
2000).

2.6. Usage

Pour un effet thérapeutique les espéces de ciste ont été utilisées contre la fievre élevée,
les douleurs rhumatismales, l'ulcere gastro-duodenal, les maux d'estomac, les inflammations
urinaires, le froid, les plaies, la constipation, les insolations et les hémorragies dans la
médecine populaire turque (Yesilada et al., 1995 ; Fujita et al., 1995 ; Honda et al., 1996 ;
Sezik et al., 1997 ; Sezik et al., 2001). Il a été démonté qu’une association des graines de
Cistus laurifolius et celles de Hordeum vulgare et Thymus saturoides en poudre est

administrée par I’eau contre le diabéte (Ouafae et al., 2014).

2.7. Répartition géographique
2.7.1. Dans le monde

Comandini et al., (2006) ; Catoni et al., (2012) ont indiqué que les especes de cistes
(famille des Cistacées) sont vivaces, dicotylédones arbustes a fleurs en blanc ou rose selon
I'espéce. Croissance naturelle en Europe principalement dans la région méditerranéenne et en
Afrique occidentale et Asie. Alors que ces plantes sont capables de pousser dans des
conditions difficiles, conditions climatiques et pédologiques (Thanos et al., 1988 ; Aronne et
al., 2001). Europe (Espagne, Portugal, sud France, Italie, Grece), Afrique (Algérie, Maroc),
Asie (Turquie).
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2.7.2. En Algérie
Le ciste est réparti partout sur le tell et le littoral, dans les foréts, broussailles, coteaux

secs, terrains siliceux, rocailleux et calcaires (Beniston et al., 1984).
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Figure n°4. Distribution géographique des Cistaceae dans le monde (Rivas-Martinez 1979).

2.8. Composition chimique

Il a été rapporté que différents composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides,
proanthocyanidines) et terpénes ont été isolés des especes du genre Ciste et ces composants
disposent de plusieurs vertus thérapeutiques (Barrajon-Catalan et al., 2010 ; Toméas-Menor
et al., 2010).

2.9. Propriétés thérapeutiques de Cistus laurifolius

Cette plante présente des effets anti-inflammatoire, antifongiques, antiviral, gastro-
protecteur, antitumoral et prévient des maladies cardiovasculaire (Pomponio et al., 2003).
Plusieurs études antérieures in-vitro et in-vivo ont démontré que les especes de Cistus
possedent des propriétés antivirales, antidiabétique, antioxydante, antimicrobienne et anti-
inflammatoire (Kalus et al., 2009 ; Akkol et al., 2012).
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1. Les huiles essentielles
1.1. Définition

Le terme « huile essentielle » inventé au 16°™ siécle par le médecin Suisse Parascelsus
Von Hohenheim désigne le composé actif d’un reméde naturel (Burt, 2004), les HEs sont
nommeées aussi "essences" ou "huiles volatiles" (Chouitah, 2012). Selon Wichtel et Anthon,
(1999) les HEs sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur généralement
fortes, extraites a partir des différentes parties des plantes aromatiques, par différentes
meéthodes. La norme frangaise AFNOR NF T75-006 définit les HEs comme un produit obtenu
a partir d’une matrice végétale soit par entrainement a la vapeur soit par des procédés
mécaniques et qui sont séparées de la phase aqueuse par procédés physiques (Garnero,
1996). Il a été rapporté que les HEs sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatils lipophiles et souvent liquides et extraites a partir des plantes par
hydrodistillation et par expression a froid ou par entrainement a la vapeur (Laib, 2011 ;
Guinoiseau et al., 2015). Elles sont stockées dans des tissus végétaux spécialisés de
différentes parties des plantes (Fleurs, feuilles, bois,) (Benini et al., 2010) et caractérisées par
une odeur accentuée (Sbayou et al., 2014). Evan et Tree (2002) indiquent que les HEs sont
des mélanges de nombreux composés qui sont des molécules peu complexes comme les
terpenes, les phénols, les méthyl-éthers, les oxydes, les esters et les cétones. Elles possedent
plusieurs activités biologiques caractéristiques telles que: activité antibactérienne,
antifongique, anti-inflammatoire, antioxydante, antitumorale et anti-génotoxique (Sbayou et
al., 2014 ; Guinoiseau et al., 2015).

1.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les HEs sont des mélanges complexes renferment des constituants appartennant a deux
groupes de molécules : le groupe des terpénoides d'une part et le groupe des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane d'autre part beaucoup moins fréquente. Les
constituants des HEs sont génériquement dits « aromatiques » en raison de leur caractére
odoriférant (Bruneton, 1999). De méme Senatore (1996) montre que plus de 60 molécules
différentes peuvent entrer dans la composition chimique d’une HE. Les principaux
constituants majeurs peuvent représenter, a eux seuls, plus de 85% de I’HE alors que d’autres
composeés existent a I’état de traces.
Selon le nombre d’unités isopréniques qui groupent les composés terpéniques, il est

distingué :
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1.2.1. Terpénes (terpenoides ou isoprenoides)

Selon Bakkali et al., (2008) les terpenes aussi connus sous le nom isopréne ou
terpénoides et isoterpénoides lorsqu’ils contiennent de I’oxygene. 1ls sont considérés comme
le plus grand groupe de composés naturels avec plus de 30000 structures connues (Dubey et
al., 2003 ; Theis et Lerdau, 2003). Les terpénes sont formés d’une combinaison de
nombreux unités isoprenes (Cs) et forment plusieurs classes en fonction de leurs structures et
fonctions chimiques. Les principaux terpénes sont les monoterpénes (Cio), diterpene (Cao),
triterpéne (Cso) et tétraterpene (Cao) peuvent aussi exister. En effet, le groupe de terpene des
HESs est souvent représenté par les monoterpenes, sesquiterpenes et les diterpenes (Dorman et
Deans, 2000) ainsi que leurs dérivés oxygénés tels que les alcools, aldéhydes, esters, phénols
et cétones (Rahman et al., 2016 ; Pudziuvelyte et al., 2017). Egalement ces composés sont

responsables de 1’odeur et des activités biologiques des HES (Sokovi¢ et al., 2007).

Les monoterpenes

Le groupe des monoterpénes est formé de deux unités isoprenes (Carson et Hammer,
2011), ce sont les molécules les plus representatives des HEs et constituent 90 %,
approximativement 1500 monoterpénoids ont eté décrits (Breitmaier, 2006) ils permettent de
générer une variété de structure possédent plusieurs fonctions telles que : les carbures
(myrcene, terpinéne et camphene), alcools (geraniol, menthol et bornéol), aldéhyde (geranial,
néral et citronéllal) cétones (tégetone, menthone et camphre), esters (linalil acétate, menthyl et
isobornyl acéate), éthers (1.8-cinéole et menthofurane), peroxydes (ascaridole) et phénols
(thymol et carvacrol) (Bakkali et al., 2008).

Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes forment le deuxieme groupe le plus fréquent des HEs, aprés les
monoterpenes. De plus ils sont formés a partir de la combinaison de trois unités d'isopréne,
ayant pour formule moléculaire CisH2s. Les sesquiterpenes constituent un groupe
structurellement divers, tous issus du farnésyl pyrophosphate par divers processus de
cyclisation suivis de réarrangements squelettiques (Croteau et al., 2000). lIs sont les plus
structurellement diversifiés parmi les terpénoides présents dans les HEs, avec plus de 120
types squelettiques différents. Ils peuvent étre linéaires, ramifiés ou cycliques (Carson et
Hammer, 2011). Le cadinéne, germacrone et curcumeéne sont les principaux sesquiterpénes
des HEs (Bakkali et al., 2008).
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Les diterpenes

La majorité de groupe des diterpenes des HEs est formé par la combinaison de quatre
unités d'isopréne suivies d'un réarrangement ou de substitutions. Les diterpénes sont des
composants trés communs et importants des résines végétales (Langenheim, 2003) mais se
retrouvent également en petites quantités dans de nombreuses HEs. lls ont la formule
moléculaire générale CxoHa2 et sont donc beaucoup plus lourds que leurs équivalents mono- et
sesqui-terpénoides. Par conséquent, leur masse moléculaire plus élevée par rapport aux mono-

et sesquiterpenes (Carson et Hammer, 2011).

Les norterpenes

Le groupe des caroténoides (Cag) sont une classe de terpénes supérieurs basée sur huit
unités d'isoprene et sont importants chez les plantes pour plusieurs raisons, notamment leur
réle dans la photosynthése (Hirschberg, 2001). 11 a été rapporté qu’ils sont pertinents pour les
huiles car, lorsque leur épine dorsale de carbonel est clivée, généralement par oxydation, ils
produisent une gamme de plus petits composes appelés apocaroténoides (Auldridge et al.,
2006 ; Kloer et al., 2006). Le groupe d'apocarotenoides le plus répandu survient lorsque les
caroténoides sont clivés a la position 9-10, produisant des produits Ci13 appelés norterpénoides
ou norisoprénoides. Par conséquence, ce sont des composants mineurs importants de certaines
HEs, contribuant particulierement a l'arébme et a la saveur (Auldridge et al., 2006 ;

Rodriguez-Bustamante et Sdnchez, 2007).

1.2.2. Phénylpropanoides

Il a été rapporté que les phénylpropanoides se retrouvent moins souvent dans les HEs et
moins souvent que les terpénoides (Sangwan et al., 2001 ; Clifford, 2000 ; Bakkali et al.,
2008). Certaines des HEs contenant des phénylpropanoides a des proportions significatives,
comme l'eugénol dans I'huile de clou de girofle présente 70 a 90 % de I'HE (Carson et
Hammer, 2011). Les phénylpropanoides sont plus fréquentes chez les familles de plantes
dans lesquelles sont les Apiaceae (Umbelliferae), les Lamiaceae, les Myrtaceae (Chaieb et
al., 2010), les Piperaceae (Martins et al., 1998) et les Rutaceae (Ghisalberti, 1998). Selon
Martins et al., (1998) ; Clifford (2000) ; De Morais et al., (2007) les phénylpropanoides
importants comprennent les acides hydroxycinnamiques, lI'anéthole, le chavicol, l'eugénol et
leurs dérivés méthylés, I’estragol (méthyl chavicol) et le méthyleugénol, ainsi que le

cinnamaldéhyde largement distribué.
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1.2.3. Composés soufrés et azotés

Il a été démontré que certains composés sont plus rarement présents dans les HEs,
contiennent une ou plusieurs molécules de soufre ou d'azote. Particuliérement la présence de
soufre confere une odeur souvent forte et caractéristique (Boelens, 1996 ; Goeke, 2002).
Halkier et Gershenzon (2006) ont trouvé que les composés contenant du soufre et de I'azote
se présentent principalement sous la forme d'aglycones ou de glucosinolates, ou de leurs
produits de dégradation, qui comprennent les isothiocyanates. Selon Fahey et al., (2001) la
famille des Brassicacées, avec plus de 350 genres et 3000 espéces, est une source importante
de glucosinolates et d'isothiocyanates, cela inclut les Iégumes cruciferes, tels que le brocoli, le
chou-fleur, les choux de Bruxelles et divers choux (Carson et Hammer, 2011).
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Figure n° 5. Structures chimiques de quelques constituants des HEs (Koul et al., 2008).

1.3. Répartition botanique

Il a été rapporté que les HEs n'existent quasiment que chez les végétaux supeérieurs, les
genres capables d'élaborer ces substances huileuses sont répartis dans un nombre limité de
famille des apiacées, myrtacées, rustacées, astéracées, cupressacées et poacées (Gerhard,
1993). Selon Chkarnat (2013) elles sont stockées dans différentes parties de la plante :
-les fleurs [oranger, rose, lavande, le bouton floral (girofle)],
-les feuilles (eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin),
-les racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore),
-les fruits (anis, fenouil, badiane), les graines (noix de muscade, coriandre)

-bois et les écorces (cannelle, santal, bois de rose).
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D’aprés Bruneton (1999) ; Ghestem et al., (2001) les HEs sont produites par diverses
structures spécialement différenciées dont le nombre et les caractéristiques sont trés variables
:poches sécrétrices schizogénes (Myrtacées) ou poches sécrétrices schizolyzigenes
(Aurantiacées), des canaux sécréteurs (Coniferes et Apiacées), poils sécréteurs (Lamiacées et
Astéracées), cellules sécrétrices isolées (Lauracées, Magnoliacées et Pipéracées), la teneur des
plantes en HEs est faible, souvent inférieure a 1%. En revanche il existe des exceptions telles
que le clou de girofle qui renferme plus de 15% (Ghestem et al., 2001). En outre, si tous les
organes d’une méme espéce peuvent renfermer HE, la composition de cette derniere peut

varier selon sa localisation (Jaeg, 2001).

1.4. Lieu de syntheése et de sécrétion

D’aprés Khenaka (2012) la synthése et I’accumulation des HEs sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisées. Elles sont synthétisées dans le
cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent dans des cellules glandulaires recouvertes
d’une cuticule. De plus les cellules endodermales se situent toujours a 1’abri de ces substances
grace a la présence d’un autre type de cellule appelées les cellules de garde. De méme
Ghanmi et al., (2003) ont indique que les HEs sont renfermees dans les glandes a huiles, dans
les veines, les sacs d’huile ou dans les cellules glandulaires des plantes aromatiques. Il a été
démontré que les HEs sont rencontrees pratiqguement chez les plantes supérieures (Chouitah,
2012) et sont élaborées dans des cellules glandulaires spécialisées et couvertes d’une cuticule
(Laib, 2011). Elles sont peuvent étre synthétisées dans plusieurs organes de plantes telles :
racines, tiges, feuilles, fleurs, bourgeon, fruits, graines, brindilles, bois ou écorce (Bakkali et
al., 2008). Selon Carson et Hammer (2011) elles sont stockées dans des cellules sécrétrices
spécialisées, des cavités, des canaux d’huile et des résines, des cellules épidermiques ou des

trichomes glandulaires (poils glandulaires).

1.5. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les HEs possedent des caractéristiques sont : un aspect liquide, sont volatils, trés
odorantes et sont rarement colorées, inflammables. En outre leur densité est en genéral
inférieure a celle de l'eau sauf les HEs de sassafras (Sassafras albidum), de cannelle
(Cinnamomum zeylanicum) et de girofle (Syzygium aromaticum) (Bruneton, 1999 ;
Rhayour, 2002 ; Desmares et al., 2008). D’aprés Degryse et al., (2008) les HEs sont
constituées de molécules aromatiques de trés faible masse moléculaire. Egalement les HEs

présentent une faible solubilité dans 1’eau, mais solubles dans les graisses, alcools, solvants
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organiques et autres substances hydrophobes et sont généralement liquides a température
ambiante (Carson et Hammer, 2011), limpide et exceptionnellement colorées (Andrade et
al., 2014). Les HEs s’oxydent facilement a la lumiére et se résinifient en absorbant de
I’oxygene, en méme temps leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition augmentent et
leurs solubilités diminuent. De méme elles absorbent le chlore et le brome, I’iode en

dégageant de la chaleur (Duraffourd et al., 1990).

1.6. Toxicité des huiles essentielles

Généralement, elles sont connues comme produits sans danger, mais ces derniers restent
des substances naturelles puissantes (Bouguerra, 2012). Tous dépendent leur composition
chimique complexe les HEs sont a utiliser avec précautions et prudence, car elles peuvent
engendrer de graves dégits de santé lors d’une utilisation aléatoire et inappropriée
(Benzeggouta, 2005). Il a ete montré que les effets secondaires des HEs varient en fonction
de leur nature chimique (Traore, 2006), certaines sont toxiques par voie cutanée en raison de
leur pouvoir irritant (HEs riches en thymol ou en carvacrol), allergene (HEs riches en
cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). Selon Bruneton, (1999) les HEs sont des
molécules actives, et peuvent avoir de graves effets secondaires. Par conséquent, il est
important de respecter la posologie et la durée de la prise. Ces substances huileuses ont une
toxicité aigué par voie orale faible ou tres faible : la majorité des huiles qui sont couramment
utilisées ont une dose létale (DLso) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus,
Girofle...etc.) ou ce qui est le plus fréquent supérieure a 5 g/lkg (Camomille, Lavande...etc).
Les HEs les plus toxiques sont de Boldo (0.13 g/kg) la convulsions apparaissant dés 0.07
g/kg, de Chénopode (0.25 g/kg), de Thuya (0.83 g/kg) ainsi que 1’essence de moutarde (0.34
g/kg). En parallele la toxicité chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999).

En outre certaines HEs ont un effet neurotoxique, notamment celles riches en cétones
comme l'a-thujone (Franchomme et al, 1990). La toxicité des HEs varie en fonction de la
phase dans laquelle elles sont appliquées, I’HE de thym est plus toxique par contact en phase
liquide que lors de son application en phase gazeuse et I’inverse pour le cas de I'HE de
lavande (Inouye, 2003). 11 a été rapporté que 1’administration des HES a des doses toxiques se
manifeste en premier lieu par un phénomeéne de stress (Calvez, 2010), le stress est défini
comme étant I’ensemble des réactions de réponses physiologiques d’un organisme (homme ou
animal) mises en place pour assurer le maintien de 1’équilibre menacé appelé aussi

I’homéostasie (Favard, 2018 ; Calvez, 2010), tout en impliquant des réponses neuronales,
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réponses du systeme neuroendocrinien et d’autre réponses métaboliques et comportementales
(Favard, 2018).

1.7. Facteurs influengant sur les molécules bioactives des huiles essentielles

D’aprés Svoboda (1995) et Smallfield (2001) la composition chimique et le
rendement en HEs varient suivant diverses conditions : I'environnement, le génotype, l'origine
géographique, la période de récolte, le séchage, la température et la durée de séchage, les
parasites, les virus et les mauvaises herbes. En effet I'action des HEs est le résultat de l'effet
combiné de leurs composés actifs et inactifs, ces composés inactifs pourraient influencer la
disponibilité biologique des composés actifs et plusieurs composants actifs pourraient avoir
un effet synergique (Svoboda et al., 1999). En paralléle Bruneton, (1993) ont prouvé que la
complexité des huiles volatiles, les proportions des différents constituants d'une HE peuvent
varier de facon importante tout au long du développement, aussi les chimiotypes ou races
chimiques sont tres fréquents chez les plantes aromatiques, exemple : Thymus vulgaris espece
morphologiquement homogéne compte sept chimiotypes differents. Les conditions principales
requises pour une production rentable en huile essentielle sont : le bon matériel végétal,
variété de la plante, le sol, équipement de distillation et le climat (Smallfield, 2001). La
composition chimique, de nombreuses HEs, vari en fonction des différents facteurs incluant le
stade de développement des plantes, la période et la zone géographique de récolte, et les

organes préleves (Burt, 2004 ; Gonny et al., 2004).

Les facteurs intrinseques

Ce type de facteurs est liés a I’espéce, au type de clone, a 1’organe concerné, a
’interaction avec ’environnement (sol ou climat) et au degré de maturité du matriel végétal,
voire au moment de la récolte au cours de la journée (Fantino, 1999). En effet les cellules
productrices d’HE pouvent se situer dans différents organes, il est possible d’obtenir
différentes HEs selon les parties sélectionnées d’une méme plante. Plusieurs travaux de
recherche ont montré des différences de composition des HEs en fonction de différents
organes (feuilles et fleurs) (Maffei et Sacco, 1997). D’apres Razafindrakoto (1988) ;
Dethier (1996) le rendement et la composition chimique d’HE varient aussi en fonction du
cycle végétatif. Donc, pour une espéce donnée, la teneur des différents composants de I’'HE
peut varier de facon remarquable tout au long du cycle végétatif en rapport avec I’age de la
plante et la période de récolte ou la saison. En effet, certains constituants d’une HE se

trouvent en abondance a des périodes de récoltes précises par rapport a d’autres.
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Les facteurs extrinséques :

Les conditions environnementales (la température, la quantité de la lumiére et la
pluviométrie et conditions édaphiques) (Bouguerra, 2012). La croissance de la partie
aérienne de la plante est fonction de celui du systéme radiculaire et de son activité. La forme
de la partie racinaire, leur répartition dans le sol, leur vitesse d’extension, la variation de la
composition chimique des HEs dépendent de la texture du sol, de sa structure, de sa teneur en
eau ou de sa température (Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996). Les conditions
édaphiques, les conditions culturales (la technique de récolte, I’emploi d’engrais)
(Bouguerra, 2012). D’aprés Bruneton (1999) ; Aprotosoaie et al., (2010) ; Olle et Bender
(2010) le climat, la température, la précipitation et la lumiere agient non seulement sur le
développement de la plante mais ainsi sur la qualité des substances élaborées au niveau de la
plante. La méthode d’extraction peut également influencer sur la composition des HEs
(Huang et al., 1995), ainsi que le stockage des matieres premiéres agit sur la composition et
le rendement des HEs (Fantino, 1999). L’irrigation, la densité de plantation, les traitements
phytosanitaires (Lahlou 2004 ; Stefanini et al., 2006 ; Aprotosoaie et al., 2010). Carette
(2000) indique que la conservation des HEs est entre 12 et 18 mois car avec le temps leurs

propriétés tendent a décroitre.

1.8. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

D’aprés Shaaban et al., (2012) les HEs sont obtenus a partir de plusieurs parties de
plantes aromatiques, y compris les feuilles, fleurs, fruits, graines, bourgeons, rhizomes,
racines et ecorces. Crespo et al., (1991) ; Hellal (2011) ont démontré que le choix de la
méthode d’extraction dépendra de plusieurs facteurs tels que : la nature des composés (les
flavonoides ou les tanins,..), la nature du matériel végétal a traiter (feuilles, graines, ramilles),
du rendement en I’HE et de la fragilité de certains constituants des HES aux températures
élevées. La technique la plus ancien consiste a briser les cellules productrices des HEs avec
des pierres ou instruments en bois a la température ambiante pour libérer leurs contenus
(Baster et Buchbauer, 2009). L'extraction des HEs se réalise par différentes méthodes :
1.8.1. Par entrainement a la vapeur

Il a été rapporté que la majorité des HEs sont obtenues par distillation et entrainement a
la vapeur d'eau, trois variantes sont possibles selon la texture et la fragilité de la matiére

premiére a traiter (Bruneton, 1999).
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1. Hydrodistillation simple

Ce systeme d’extraction, appelé aussi water distillation, est le procédé de référence dans
I’extraction des composés volatils d’une plante dans le domaine de la recherche (Reverchon
et De marco, 2006). Elle est la méthode la plus facile et la plus simple et la plus
anciennement utilisée. Cette technique consiste la mise en contact de matériel végétal a traiter
avec de l'eau dans un ballon, le tout est porté a 1’¢bullition, par la suite les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant et I’HE se sépare de I’hydrolat par différence de densité. En
effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules
aromatiques (Bruneton 1999 ; Lucchesi, 2005). Reverchon et De marco, (2006) ont prouvé
que ce systeme d’extraction a €té rendu crédible a 1’échelle du laboratoire grace a ’utilisation
d’un appareillage de type-Clevenger. Par conséquent, la méthode d’hydrodistillation est une
méthode d'extraction efficace et a haut rendement pour les herbes et les épices dans lesquelles
les HEs sont difficiles a isoler et particulierement riches en matiéres non hydrosolubles et

thermiquement stables (Roohinejad et al., 2018).

{6

Figure n°6. Principe de Clevenger de I’hydro distillation (Lucchesi, 2005).

1.Chauffe ballon, 2. Ballon, 3. Thermometre, 4. Réfrigérant, 5. Entrer et sortie d’eau de refroidissement,

6. Eprouvette graduée, 7. Matiére a extraire 1’essence, 8. La phase huileuse.

2. Distillation a vapeur saturée

Le principe de cette technique (steam distillation) repose sur I’entrainement de la vapeur
d'eau dans les constituants volatils des produits bruts. Le matériel végétal est placé sur une
grille perforée au-dessus de la base de l'alambic (c’est-a-dire, le matériel végétal n'est pas en
contact avec l'eau), les composés volatils entrainés par la vapeur d'eau vont étre séparés par
décantation du distillat refroidi (Belaiche, 1979). Franchomme et al., (1990) ; Richard,
(1992) ; Lucchesi (2005) ont indiqué que I’intérét de cette technique apporte une amélioration
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de la qualité de I’'HE en minimisant les altérations hydrolytiques, ainsi que le matériel vegétal

ne baignant pas directement dans 1’eau bouillante.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Eau florale
Eau florale +

cnmur_.z 2 ) // huie essentelle

Essencier

Figure n°7. Distillation par entrainement a la vapeur d'eau.

3. Hydro-diffusion

Ce type d’extraction consiste a faire passer un courant de vapeurs d'eau a tres faible
pression (pression réduite (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétal (Franchomme et al.,
1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005). Buchbauer (2000) et Lahlou (2004) ont prouve
que la composition des produits obtenus est sensiblement différente de ceux obtenus par les
méthodes précédentes. Cette méthode d’extraction permet un gain de temps et d’énergie
(Bruneton, 1999). L’intérét de ce procédé est d’étre plus rapide et moins dommageable pour

les composés volatils (Franchomme et al., 1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005).
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Figure n° 8. Technique d’hydro-diffusion (Lucchesi, 2005).

25



Chapitre 11 Les huiles essentielles

1.8.2. Autres techniques

1. Distillation par enfleurage

Ce systeme d’extraction est principalement utilisé dans l'industrie des parfums et
concérne les organes les plus fragiles des plantes tels que les fleurs, le procédé consiste a une
macération d’un corps gras qui se sature d'essence. Ce dernier est épuisé par I'alcool absolu
qui est évaporé sous vide (Belaiche, 1979). 1l s’agit d’une extraction par enfleurage si le
procédé se fait a froid. Par contre, les graisses étant fondues au bain-marie (50°-70°C) il s’agit
alors d’une digestion (Besombes, 2008). Cette technique consiste a déposer des pétales de
fleurs fraiches sur des plaques de verre recouvertes de minces couches de graisse (graisse
animale). Tous dépendent les espéces, I’absorption des HEs des pétales par le gras peut
prendre de 24 heures (Jasmin) a 72 heures (Tubéreuse). Apres extraction les pétales usées sont
remplaces par des pétales fraiches jusqu’a saturation du corps gras. Le corps gras est épuisé
par un solvant qui est évapore sous vide (France Ida, 1996). Selon Bruneton (1993) ce type
d’extraction ancien et classique n’est plus utilisé ; d’une part, la diffusion est lente d’autre
part, il est nécessaire de renouveler plusieurs fois les pétales pour obtenir des pommades

concentrées.

2. Distillation assistée par micro-ondes
Cette technique récemment développée consiste la combinaison du chauffage a
microondes et de la distillation a sec a pression atmosphérique permettant une extraction des
HEs a partir des plantes (Lucchesi et al., 2004). D’aprés Meredith (1998) et Hemwimon et
al., (2007) le matériel végeétal est chauffé par micro-ondes dans une enceinte fermé dans
laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. En effet, les composés volatils
peuvent étre recueillis par un solvant ou entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’cau
propre de la plante, par suite ces substances sont récupérées a ’aide des procédés classiques
de condensation, refroidissement et décantation. Les avantages de ce type d’extraction sont
les suivants ;
e Dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées
e Technologie verte
e FEconomie d’énergie (température plus basse) et de temps (dix fois plus rapide)
e Utilisation de petites quantités de solvant
e Le rendement d’extraction est ¢levé (Hemwimon et al., 2007 ; Lucchesi et al., 2004 ;
Olivero- Verbel et al., 2010).
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Figure n° 9. Extraction par micro-ondes.

3. Distillation par des solvants organiques

Cette technique consiste a traiter la matiére premiere dans un extracteur au moyen d'un
solvant volatil non aqueux. Les solvants organiques couramment les plus utilises sont le
cyclohexane, I’hexane et 1’éthanol et les moins fréquemment utilisés sont le dichlorométhane
et I’acétone (Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002 et Hernandez-Ochoa, 2005).
Selon Richard, (1999) les solvants organiques possédent un pouvoir d’extraction plus élevé
que I’cau et les extraits ne contiennent pas uniquement des composes volatils mais en
parallele un bon nombre de composés non volatils tels que des pigments, des cires, des acides
gras et d’autres. L’élimination de ces composés non désirables est réalisée par un lavage a
I’éthanol qui sera distillé ultérieurment et le produit obtenu est appelé « absolu »
(Hernandez-Ochoa, 2005 ; Proust, 2006). Lagunez (2006) indiquent qu’il existe des

inconvénients sur ce type d’extraction tels que les problémes de sécurité et de toxicité,

4. Extraction par fluide a I’état supercritique

Ce procédé d’extraction basée sur I'utilisation du dioxyde de carbone sous trés haute
pression pour extraire les HEs. En outre du point critique (P= 73.8 bars et T= 31.1°C), le CO>
possede des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui
confére un bon pouvoir d’extraction (Khajeh et al., 2005 ; Piochon, 2008). Au début le
spécimen de la plante est placé dans un réservoir en acier inoxydable et le CO; est injecté
dans ce réservoir. Sous haute pression, le CO> se transforme en CO- liquide et agit comme un
solvant pour extraire I'HE de la plante. Lorsque la pression est diminuée, le CO; retourne a

I'état gazeux et ne laissant que I'huile volatile.
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Selon Moyler (1993) des études ont montré que I'extraction au CO2 produit des HEs
trés puissantes avec de bons effets thérapeutiques. En effet ce procédé donne de bons
rendements en HE et rend certains matériaux (gomme, réesine) plus faciles a manipuler. Les
HEs qui ne peuvent pas étre extraites par distillation & la vapeur sont obtenues avec extraction
au CO2 (Moyler, 1993). A cette technique le solvant est utilisé en boucle par interposition
d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le solvant a I’état
désiré a chaque stade du processus. La séparation de I’extrait a lieu en phase gazeuse par

simple détente (Lagunez, 2006).

Stockage
CO2 liquide

Condensateur

02 & l'état superetitiqus

- CO2 & l'dtat suporcritique + oxtrait

Figure n° 10. Extraction par le CO> supercritique (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007)

1.9. Méthodes d’analyse des composants des huiles essentielles

L’analyse des composants des HEs reste une étape primordiale (Cavalli, 2002). De
méme selon Fillatre, (2011) I’analyse des HEs doit répondre a des caractéristiques bien
déterminées. Ces critéres sont definis dans des normes internationales 1SO ou francaises
AFNOR, ainsi sont controlées les propriétés organoleptiques et physiques telles que la
coloration, I’odeur, la réfraction, la solubilité mais également les propriétés chimiques telles
que les indices d’acides et d’esters. Par conséquent, la meilleure carte d’identité qualitative et
quantitative d’une HE reste cependant son profil chromatographique réalisé par CPG méme si
d’autres techniques alternatives sont utilisées. En général, I’identification de la composition
chimique est effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM) (Salzer, 1977). Tomi et al., (1995) ont indiqué que la résonance
magnétique nucléaire (RMN) peut également étre utilisée pour identifier les composants des
HEs.
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e Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

D’aprés Lehotay et Hajslova (2002) la CPG est la technique de référence dans
I’analyse des HEs. Elle permet de séparer et d’analyser les molécules organiques d’un
mélange complexe. En effet, cette technique réalise a la fois une analyse qualitative et
quantitative (Arpino et al.,1995). Le CPG est composé de trois modules ; un injecteur, une
colonne capillaire placée dans un four et un détecteur (Bouchonnet et Libong, 2002). Cette
technique s’applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés sans
décomposition dans I’injecteur. La phase mobile : est appelée aussi gaz vecteur elle s’agit
d’un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene) (Audigie et al., 1995). Il a été montré que
I’échantillon est injecté vaporiser et a haute température en téte de colonne (Skoog et al.,
2003). Selon Hellal (2011) il existe deux types de la colonne : colonne remplie ou colonne
capillaire. La CPG est basée principalement sur la séparation des différents solutés gazeux par
migration différentielle le long de la phase stationnaire. La chromatographie gaz-liquide
(CGL) ou chromatographie de partage, si la phase stationnaire est un liquide non volatil,
possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a séparer. La chromatographie
gaz-solide (CGS) ou chromatographie d’adsorption, si la phase stationnaire est un solide
absorbant (silice, alumine...) (Audigie et al., 1995).

Figueredo (2007) montre que les constituants des mélanges appelés généralement

« solutés » sont inégalement retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la
colonne, ce phénomeéne est appelé « rétention ». Les solutés injectés se déplacent avec des
vitesses différentes entre eux et sortent de la colonne les uns aprés les autres. Les détecteurs
utilisés sont : détecteur a conductivité thermique (TCD) ou a ionisation de flamme (FID)
(Fillatre, 2011). De méme Figueredo, (2007) indique que la détection des composes élués est
obtenue par un détecteur FID. On enregistre un signal dit ligne de base en présence du gaz
vecteur seul, puis un pic au passage de chaque soluté séparé. Par conséquent, le type FID est

le détecteur le plus cité dans la littérature dans le secteur des HEs.

e Spectrométrie de masse (SM)

Le spectrométre de masse permet 1’identification et la quantification des composeés. Les
spectrométres de masse ont tous en commun trois éléments : une source d’ionisation, un
analyseur et un détecteur (Bouchonnet et al., 1999). La source est la partie ou sont produits
des ions gazeux a partir des molécules introduites. Elle doit étre maintenue a température
élevée (100 - 250°C) pour éviter la condensation des substances (Pradeau et Cohen, 1992 ;

Bouchonnet et Libong, 2002). Principalement la technique d’ionisation utilisée dans
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I’analyse des HES est I’ionisation électronique (IE) qui permet d’obtenir un spectre de masse
avec un nombre de fragments caractéristique de la molécule. L’ionisation chimique (IC), est
une technique d’ionisation plus douce et complémentaire de I'IE, elle est également employée
pour accéder a d’autres informations spectrales, notamment 1’observation du pic moléculaire
parfois absent des spectres obtenus en IE (Fillatre, 2011). Selon Besombes (2008) les ions
produits sont ensuite dirigés vers la partie analytique de 1’appareil. De nombreuse analyseurs
de masse existent mais les plus utilisés pour I’analyse des HES sont le « quadriplle », le «
piége a ion » ou la « trappe ionique » (Belagziz, 2007). Le réle de I’analyseur est de séparer
les ions produits par la source en fonction de leur ration « masse /charge » (Besombes, 2008).
Le faisceau d’ions ayant traversé I’analyseur de masse, est ensuite détecté et transformé en un

signal utilisable (Hellal, 2011).

e Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GPC-SM)

Il a été rapporté que, si la chromatographie permet a elle seule de séparer correctement
les différents constituants d’un mélange, il est néanmoins délicat de se livrer a une
identification certaine. Par conséquent, ’idée de coupler une autre méthode physique apres
séparation dans le but d’ajouter a la chromatographie une deuxiéme dimension analytique,
s’est concrétisée dés 1960 dans la combinaison entre CPG et SM (De Maack et Sablier,
1994). Principalement cette technique consiste a transférer par le gaz vecteur les composés
séparés dans le spectrometre de masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de
masse Vvariables dont la séparation sera en fonction de leur masse. Par conséquent, la
comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs librairies de
référence permet son identification a condition que la similitude des spectres, inconnus et
référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques, dans les méme
conditions opératoires (Desjobert et al., 1997 ; Bruneton, 1999). En effet, la possibilité de
coupler les chromatographes a divers spectrometres augmente considérablement la quantité et
la qualité des informations obtenues. Particulierement dans le secteur des HEs le couplage
CPG-SM est aujourd’hui la technique de référence. Un phénomeéne a plusieurs étapes est
déclenché lorsqu’un composé moléculaire est soumis a cette analyse, sont les suivants :

a. lonisation ; chaque molécule présente dans I’échantillon se volatilise sous I’effet du vide et
de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la fragmentation de
I’échantillon de départ.

b. Accélération et séparation ; les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation ou

ils seront distribués suivant leur rapport masse/charge.
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c. Détection ; aprés séparation les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux charges
électriques transportées.

d. Traitement du signal ; le signal de sortie de 1’appareil est conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction de leurs
rapports : masse/charge (Pradeau et Cohen, 1992). Pradeau et Cohen (1992) ont montré
que Pappareillage CPG-SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un
ensemble de spectres de masse correspondant a chaque pic chromatographique, ce qui permet

I’identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.

1.10. Domaine d'utilisation des huiles essentielles
e Désinfection de l'air

Selon De Billerbeck (2000, 2002) les HEs sont un mélange d'un grand nombre de
molécules volatiles. En diffusion dans l'air ou diluées dans les produits de nettoyage, elles
désinfectent, désodorisent et parfument agréablement et naturellement I'air.
e Agroalimentaire

Actuellement les HEs sont employées comme ardmes alimentaires et également connus
pour posseder des activités antioxydantes et antimicrobiennes sur plusieurs bactéries
responsables de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de conservations
alimentaires (Kim et al., 1995). Les HEs ont également des propriétés fongicides. Elles sont
aussi utilisées en tant que pesticides puisqu’elles ne sont pas toxiques pour les plantes et
facilement dégradables (Mahadevan, 1982) et sont trés efficaces contre les moisissures
responsables de la putréfaction des denrées alimentaires lors de leurs stockages (Mejhohm,
2002).
e Traitement des infections

En outre les HEs sont trés efficaces vis-a-vis les germes résistants aux antibiotiques. Ce

qui leur procure une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir
les maladies et les infections. Parmi les applications de l'activité des HEs se trouve le

traitement des affections bactériennes et fongiques de la cavité-buccale (Buchbauer, 1994).

1.11. Mécanismes d'action des huiles essentielles

Grace a la présence des microorganismes résistants aux agents chimiques
antimicrobiennes, la recherche d’une nouvelle molécule bioactive pour combattre ces
infections est absolument nécessaire. Plusieurs HEs offrent une perspective illimitée et un

grand potentiel & I'égard de ce probleme, ils sont connus de fagcon empirique depuis des siécles
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pour leurs efficacités anti-infectieuses ont été scientifiquement démontré in-vitro (Oussalah
et al., 2007) et in-vivo (Chami et al., 2004).

e Mode d'action contre les bactéries

D’aprés Burt (2004) l'activité antibactérienne d'une HE est liée & sa composition
chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaire (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et a leurs effets synergiques. Par conséquent, les composés ayant la
plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre sont des phénols : thymol,
carvacrol et eugénol. De méme, les phénols entrainent notamment des Iésions irréversibles sur
les membranes (Burt, 2004). Ainsi que le thymol exerce un effet inhibiteur et létal sur
différentes souches et parmi elles, E. coli et S. aureus. Les alcools avec 10 atomes
(monoterpénols) viennent immédiatement apres les phénols, en termes dactivité, avec le

géraniol, linalol.

e Mode d'action contre les champignons

Cox et al., (2000) ont indiqué que les HEs présentes une action antifongique due a une
augmentation de la permeéabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure. D’aprés Knobloch
et al., (1989) de nombreuses études ont également montré que les alcools et les lactones

sesquiterpéniques ont une activité antifongique.
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1.Infection nosocomiale
1.1. Définition

Une infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a la suite d’une
hospitalisation et si elle est absente (ni symptomatique ni en incubation) a ’admission a
I’hopital (Bouvet et al., 1989 ; Berche, 1991 ; Beaucaire, 1997 ; Popi, 2003). Lorsque la
situation d’admission n’est pas connue, un délai d’au moins 48 heures aprés I’admission, ou
d’un délai supérieur a la période d’incubation lorsque celle-ci est connue, est communément
accepté pour distinguer une infection d’acquisition nosocomiale originaire d’une infection
communautaire. Il est recommandé d’apprécier, dans chaque cas douteux, la plausibilité¢ du
lien causal entre hospitalisation et infection (Bouvet et al., 1989 ; Berche, 1991 ; Beaucaire,
1997 ; Popi, 2003). D’aprées Denis (2002) et Popi (2003) les infections du site opératoire sont
considerés comme nosocomiales lorsqu’elles survienent dans les 30 jours suivant
I’intervention, ou celles survenues dans les 90 jours en cas d’infection virale et celles
survenues dans les 365 jours s’il y a eu mise en place d’une prothése ou d’un implant (Bouvet

et al., 1989 ; Berche, 1991 ; Beaucaire, 1997 ; Popi, 2003).

1.2. Epidémiologie

Les infections nosocomiales génerent un probleme de santé publique préoccupant. Leur
prévalence en France est estimée a 6-7 % atteignant 20 % dans les services de réanimation.
Les services les plus touchés sont ceux de chirurgie et brllure, réanimation et d’hématologie.
Il a été rapporté que les 5 principaux sites des infections nosocomiales représentent 70 % de
I’ensemble des infections nosocomiales avec ordre d’importance : les infections urinaires (35
%), les infections respiratoires basses (12 %), les infections du site opératoire (11 %), les
bactériémies (6 %) et les infections par cathéter (4 %). Egalement les principaux germes
responsables des infections nosocomiales sont les bacilles gram négatif (53 %) et les cocci
gram positif (33 %) : E. Coli (21 %), S. auréus (16 %), P. aeruginosa (11 %), Enterococcus
spp (8 %). Donc ces quatre especes représentent 56 % des microorganismes retrouves dans les

infections nosocomiales (Alfandari, 1997 ; Astragneau, 1998).

1.3. Origine des germes

L’environnement : dans ce cas la contamination par I’infection nosocomial peut se faire a
partir des divers appareillages d’assistance respiratoire et de monitorage par voie intra
vasculaire, les lavabos, les instruments (tensiometre, stéthoscope ...), les liquides et les

tubulures, la nourriture et ’air ambiant.
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La flore saprophyte du malade lui-méme : cette flore est subie au cours des premiers jours
de I’hospitalisation des modifications qualitatives. En effet, les bacilles gram négatif et plus
principalement les levures (candida) remplacent les Cocci gram positif ou les anaérobies. Ces
flores saprophytes modifiées colonisent les sites préférentiels chez le malade et entrainant une
infection de I’appareil urinaire, des plaies opératoires ou du parenchyme pulmonaire.

Le personnel soignant (médical et parameédical) : dans ce cas la contamination par
I’infection nosocomial peut se faire par le biais du personnel soignant qui transmet les germes
pathogénes d’un patient a un autre avec les mains souillées et les instruments inféctés (Bouvet
et al., 1989 ; Tasseau et baron, 1989 ; Fagon, 1998).

1.4. Modes de transmissions
Auto infection

Ce mode de transmission est présent lorsque le malade s’infecte soit par ses propres
germes in situ soit a partir de ’environnement immédiat (v€tement, surface de la peau, lit).
Ces infections sont dues généralement aux germes saprophytes qui deviennent pathogenes a la
suite d’une antibiothérapie itérative ou d’un traitement immunosuppresseur. Certains malades
immunodéprimés (SIDA) peuvent avoir des bactériémies dues aux germes intestinaux qu’ils
hébergent (Tasseau et baron, 1989 ; Berche, 1991).
Hétéro infection

Ce mode de transmission est présent lorsqu’un agent infectieux est transmis d’un
malade a un autre provoquant une infection dite infection croisée ou hétéro-infection. Alors
qu’il est rarement transmis soit par un contact direct soit par voie aérienne. Le plus souvent, le
vecteur est le personnel soignant par ses mains et ou ses instruments de travail (Hygis, 1998).
Xeéno infection

Tasseau et baron (1989) et Berche (1991) ont démontré que ce sont des infections
qui sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la population extrahospitaliere. Les
agents infectieux sont importés a 1’hdpital par les malades, le personnel soignant ou les
visiteurs qui sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. Ils se transmettent par voie
aérienne, par contact direct ou indirect. Lorsque la maladie infectieuse est le seul motif
d’hospitalisation, les mesures immédiates d’isolement peuvent étre prises. Mais dans certains
cas I’infection est indépendante du motif d’hospitalisation.
Exo infection

Ce mode de transmission est présent lorsqu’elle est liée a des avaries techniques (eau

polluée, filtre a air non stérile, stérilisation inefficace). Les matériaux a usage paramédical
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sont utilisés aupres des malades ; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent aussi

causer des infections nosocomiales souvent épidémiques (Berche et al., 1991).

1.5. Patient réceptif

Berche et al., (1991) ont prouvé que certaines pathologies provoquent une légére
immunodépression, les malades a risque sont : les insuffisants respiratoires, les brdlés, les
polytraumatisés et les porteurs de dispositifs invasifs (assistance respiratoire, sonde urinaire,
cathéters divers), les vieillards et surtout les nouveaux nés prématurés. lls sont donc exposés a

une infection nosocomiale.

1.6. Principales infections nosocomiales

1.6.1. Les infections urinaires nosocomiales : ce type d’infection nosocomiale consiste de
différents critéres (bactériurie asymptomatique ou symptomatique).

Bactériurie asymptomatique : principalement ce diagnostic nécessite la présence, chez un
patient sondé ou ayant un antécédent de sondage, d’une uroculture quantitative positive (>105
UFC/mL), sans qu’il y ait plus de deux espéces bactériennes différentes et absence de signes
cliniques. En absence de sondage deux urocultures quantitatives consécutives positives (>105
UFC/mL) sont nécessaires sans qu’il y ait plus de deux espéces bactériennes différentes et
absence de signes cliniques.

Bactériurie symptomatique : Ce diagnostic est di a des manifestations cliniques : fiévre
(>38°C) sans autre localisation infectieuse sans qu’il y ait plus de deux especes bactériennes
différentes, ou une uroculture positive (>103 UFC/mL, avec une leucocyturie > 104/mL). Par
conséquent, il est pertinant, en cas de syndrome infectieux, de localiser I’infection urinaire
nosocomiale (prostatite, pyélonéphrite). Les bactéries responsables sont: E. coli,
Entérocoques, Pseudomonas sp, Klebsiella sp. Entérobacters sp, Serratia sp, Candida sp.
(Beaucaire, 1997 ; Popi, 1999 ; Popi, 2003).

1.6.2. Pneumonie nosocomiale

Chez un patient de médecine ou de chirurgie non intubé et non ventilé :

Le diagnostic repose sur 1’association dun diagnostic radiologique (radiographie ou scanner
du thorax), d’une ou plusieurs opacités parenchymateuses récentes et évolutives et de I'un des
¢éléments suivants: soit I’identification d’un germe isolé de 1’expectoration, de la ponction

trachéale, d’un lavage broncho-alvéolaire, d’un brossage distal protégé ou d’un prélévement
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trachéal distal par cathéter, d’une ponction d’un abces pulmonaire, d’une pneumonie ou d’un
abces authentifié par un examen histologique (Beaucaire, 1997 ; Berthelot et Lucht, 1998).
Chez un patient intubé et ventilé :

Le diagnostic de pneumonie nosocomiale est plus difficile a porter et nécessite 1’identification
du ou des germes responsables. De nombreuses techniques ont été proposées, afin d’identifier
ces germes : le brossage bronchique protégé (BBP), le lavage broncho alvéolaire (LBA) et
I’aspiration endotrachéale. Les bactéries responsables sont: P. aéruginosa (30% des
pneumopathies nosocomiales), le groupe Klebsiella, Eschérichia et Serratia (8 % des
pneumopathies nosocomiales) et rarement Haemophilus influenzae. S. aureus (30 %),
Staphyloccocus épidermidis (10 %) et le Streptococcus pneumoniae responsables de
pneumopathies précoces. Les pneumopathies plurimicrobiennes : champignons, virus (30 a 40
%) (Papazian et Bregon, 1990 ; Beaucaire, 1997 ; Popi, 1999 ; Popi, 2003).

1.6.3. Infections des plaies opératoires

Les ¢léments permettant le diagnostic d’infection de la plaie opératoire sont fonction de la
localisation de I’infection.

Infection superficielle : C’est une infection survenant dans les 30 jours suivant 1’intervention
en affectant les tissus sous-cutanés ou situés au-dessus de 1’aponévrose.

Infection profonde : C’est une infection qui survient dans les 30 jours suivant I’intervention,
ou durant I’année, s’il y a eu mise en place d’un matériel étranger, intéressant les tissus ou
espaces situes au niveau ou au-dessous de ’aponévrose.

Infection de ’organe ou du site : Elle survient aussi dans les 30 jours suivant I’intervention
ou pendant I’année, s’il y a eu mise en place d’un matériel étranger, impliquant les organes ou
espaces ouverts ou manipulés durant ’intervention. Les cocci gram- sont les bactéries
responsables de I’infection du site opératoire dans 3 cas sur 4. Par conséquent la nature des
bactéries dépend du type de chirurgie, du site opératoire, de I’antibioprophylaxie, de la
survenue d’éventuelle épidémie et de 1’écologie locale et trés souvent I’infection est

polymicrobienne (Papazian et Bregon, 1990 ; Beaucaire, 1997 ; Popi, 1999 ; Popi, 2003).

1.6.4. Infections sur cathéter
Ce type d’infection correspond a quatre situations différentes :
La contamination du cathéter se caractérise par une culture positive de ’extrémité du

cathéter, en absence de signes locaux ou généraux d’infection.
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La colonisation du cathéter se caractérise par une culture positive de I’extrémité du cathéter,
en absence de signes locaux ou généraux d’infection attribués au cathéter. Par conséquent, la
colonisation peut provenir d’un foyer a distance au méme germe que celui isolé du cathéter.
L’infection clinique sur cathéter se caractérise ; soit par une culture positive de I’extrémité
du cathéter en présence de signes locaux ou généraux d’infection, avec résolution au moins
partielle des symptdmes lors de ’ablation du cathéter ; soit par la simple présence de signes
locaux d’infection méme si la culture de I’extrémité du cathéter est significative ou non.
L’infection « bactériémie » sur cathéter elle est due a la présence d’un sepsis associé a une
ou plusieurs hémocultures positives a germes cutanés S. aureus, ou Candida sp, en absence
d’une autre source évidente que le cathéter (Mallaret et Olive, 1996 ; Beaucaire, 1997 ;
Popi, 2003).

1.6.5. Autres infections : les infections cardio-vasculaires, ostéoarticulaires, cutanées, des

mugueuses et les toxi-infections alimentaires (Tasseau et baron, 1989 ; Berche, 1991).

2. Les antibiotiques
2.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques natureles élaborées par des
microorganismes (bactérie, champignon) ces substances possédent le pouvoir d'inhiber la
croissance ou le développement d'autres batéries (Khiati, 1998), leurs pénétrations perturbent
le métabolisme (Garnier, 1992) en agissant specifiquement sur une étape essentielle de ce
dernier (Berche et al., 1989), mais par contre sont dépourvus de toxicité pour les autres
cellules humaines (Prescott et al., 2002). D’aprés Clos (2012) le mot « antibiotique » a été
restreint aux molécules antibactériennes qui agissent, soit en bloquant la prolifération des
bactéries (bactériostatiques), soit en les détruisant (bactéricides ou bactériolytiques). lls sont
groupeés en dix familles ; selon leurs formules chimiques, la maniére dont ils agissent sur les
microorganismes et leurs effets cliniques. Les familles sont les suivantes : les bétalactamines,
les aminosides (oligosaccharides), les phénicols, les tétracyclines, les polypeptides, les
macrolides, les antituberculeux, les antimitotiques et les anti-biomimétiques (Garnier, 1992 ;
Leclerc et al., 1995 ; Madigan et al., 1997).

2.2. Les antibiotiques naturels et synthétiques
Il a été rapporté que les antibiotiques peuvent étre des molécules d’origine naturelle ou

de leurs dérivés comme ils peuvent étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (Newman
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et al., 2003 ; Singh et Barrett, 2006). Les premiers antibiotiques introduits dans 1’usage
clinique étaient en 1935, leur origine est synthétique « les sulfamides » et en paralléle le

premier antibiotique d’origine naturelle utilisé dans la médication est « la pénicilline » en

1940 (Butler et Buss 2006).

2.3. Mode d’action des antibiotiques

Les molécules d’antibiotiques caractérisées par différents modes d’action, elles peuvent
agir sur : la synthése du peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire (B-lactamines,
glycopeptides, fosfomycine) qui bloquent différentes étapes de la voie de synthése du
peptidoglycane, en désorganisant les membranes (polymyxines), ainsi que la syntheése
protéique (macrolides, aminosides, phénicolés, tétracyclines, les lincosamides et les
streptogramines, qui se fixent sur le ribosome bactérien inhibant différentes étapes de la
synthese protéique). La synthése des acides nucléiques (ADN et ARN) peut étre aussi
perturbée (cas des quinolones, rifamycines, nitroimidazoles) et le métabolisme intermédiaire
(sulfamides, triméthoprime) (Demore et al., 2012). Gaudy et Buxeraud (2005) ont prouve
que I’action d’un antibiotique est le résultat d’interaction organisme-antibiotique d’une part et

antibiotique-bactérie d’autre part.

Tableau n°4. Classes d’antibiotiques en fonction de leur introduction en clinique, de leurs

origines et de leurs mécanismes d’action (Butler et Buss, 2006).

Classe d’ATB Année | Dérivation Exemple Mécanisme

Sulfamides 1935 | Synthétique | Sulfapyridine Antifolique
B-Lactamines 1941 | Dérivé de PN | Penicillin Paroi cellulaire
Peptides bactériens | 1942 | Dérivé de PN | Bacitracin Paroi cellulaire
Peptide bactériens | 1942 | Dérivé de PN | Polymixin Membrane cellulaire
Aminoglycosides 1944 | Dérivé de PN | Streptomycin Synthése protéique
Céphalosporines 1945 | Dérivé de PN | Céphalosporines Paroi cellulaire
Nitrofurane 1947 | Synthétique | Nitrofurantoin Divers
Hexamine 1947 | Synthétique | Metélate de Methénamine | Dégagement de formaldéhyde
Chloramphénicol 1949 | Dérivé de PN | Chloramphénicol Synthése protéique

Tetracycline 1950 | Dérivé de PN | Chlortetracycline Synthése protéique
L’isoniazide 1951 | Synthétique ? | L’isoniazide Biosynthése des acides Gras
Viomycine 1951 | Dérivé de PN | Viomycine Synthése protéique
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Macrolide 1952 | Dérivé de PN | Erythromycine Synthese protéique
Lincosamide 1952 | Dérivé de PN | Lincomycine Synthese protéique
Streptogramine 1952 | Dérivé de PN | Virginiamycine Synthese protéique
Cycloserine 1955 | Dérivé de PN | Cycloserine Paroi cellulaire
Glycopeptide 1956 | Dérivé de PN | Vancomycine Paroi cellulaire
Novobiocine 1956 | Dérivé de PN | Novobiocine Synthése de I’ADN
Ansamycine 1957 | Dérivé de PN | Rifamycine Synthése del’ARN
Nitroimidazole 1959 | Synthétique | Tinidazole Synthésede I’ADN
L’Ethambutol 1962 | Synthétique | L’Ethambutol Paroi cellulaire
Quinolone 1962 | Synthétique | L’acide Nalidixique Synthése de ’ADN
Fusidane 1963 | Dérive de PN | L’acide Fusidique Synthése protéique
Diaminopyrimidine | 1968 | Synthétique | Triméthoprime Antifolique
Phosphonates 1969 | Dérivé de PN | Fosfomycine Paroi cellulaire
acide 1985 | Dérivé de PN | Mupirocin Synthése protéique
pseudomonique

Oxazolidinone 2000 | Synthetique | Linezolid Synthése protéique
Lipopeptides 2003 | Dérivé de PN | Daptomycine Paroi cellulaire

|soniazide est basé sur la structure de nicotinamide (vitamin B2) ; PN : produits naturels

2.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

D’abord, une souche bactérienne est dite résistante lorsqu’elle trouve les moyens pour

résister en évitant l'action des antibiotiques et se développe en présence d'une concentration
en antibiotique significativement plus élevée que celle habituellement active sur les souches

bactériennes (Garnier et Jarlier, 1996).

2.4.1. Resistance naturelle ou innée

Généralement la résistance naturelle repose sur I’inaccessibilité de I’antibiotique a la
cible due a des particularités structurales que peut présenter I’espéce bactérienne visée. Donc
c’est le cas des bacilles Gram-, notamment les entérobactéries et ’espéce P. aeruginosa qui
présentent une faible perméabilité aux antibiotiques hydrophobes ou de masse moléculaire
élevée (macrolides) ou des mycoplasmes qui sont les bactéries dépourvues de paroi et
résistantes aux béta-lactames dont le mode d’action consiste a inhiber la synthese du

peptidoglycane (Chaslus-Dancla et al., 2002 ; Normak et Normak, 2002). Livermore
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(1995) ont démontré que certaines bactéries peuvent produire des enzymes capables de
détruire les antibiotiques. Par conséquent c’est le cas de certaines entérobactéries (Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Escherichia spp., Morganella spp., Citrobacter spp., Serratia spp,
...etc) qui produisent naturellement des béta-lactamases.

2.4.2. Résistance acquise

D’apres Calcagno et Lacroix (2011) la résistance acquise désigne 1’acquisition, suite a
I’emploi d’antibiotiques, d’une résistance pour une souche originellement sensible. Bien
qu’elle ne concerne que quelques souches d’'une méme espece mais peut s’étendre a d’autres
bactéries. Cette résistance peut provenir par une mutation chromosomique (soit dans un géne
de régulation, de production d’enzymes par exemple, soit dans un géne de structure d’une
enzyme) (Mainardi et al., 1996) ou par I’acquisition de matériel génétique étranger par le
biais de plasmides, de bactériophages ou de transposons (Davies, 1997). Il a été démontré que
le transfert horizontal de genes de résistance et les mécanismes utilisés sont ; la conjugaison
(transfert de plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre d’espéce différente), la
transduction (avec un bactériophage comme vecteur) et la transformation (capture d’ADN par

la bactérie) (Baudry et Brezellec, 2006).

3. Activités biologiques des huiles essentielles

Les HEs ont montré plusieurs capacités thérapeutiques et médicinales ; tels que
’activité antimicrobienne (Lima, 1992 ; Elgayyar et al., 2001) anti-inflammatoire (Vazquez
et al., 1996 ; Park et al., 1998), anticarcinogene (Aruna et Sivaramakrishnan, 1996),
analgésique, antioxydante, antithrombotique (Carson et Hammer, 2011) et insecticide

(Konstantopoulou et al., 1992 ; Karpouhtsis et al., 1998).

3.1. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne inclue I’activité sur les bactéries, champignons, virus et
protozoaires (Jirovetz et al., 2006) elle est généralement liée aux composés majoritaires que
contient I’HE, tels que les monoterpénes, sesquiterpénes et les composés non terpéniques tels
les phénylpropanoides ainsi que les composés soufrés qui sont souvent des composés

antimicrobiens (Carson et Hammer, 2011).
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3.1.1. Activiteé antibactérienne

Les molécules des HEs sont connus pour leur pouvoir antibactérien (Deans et Ritchie
1987 ; Carson et al., 1995 ; Mourey et Canillac, 2002) et surtout pour les deux groupes de
bactéries gram+ et gram- qui ont démontrées une importante sensibilité in-vitro (Carson et
Hammer, 2011). Les techniques suivis pour évaluer cette activité sont souvent des méthodes
de diffusion ou de dilution (Rios et al., 1988). En effet, la méthode de diffusion est souvent
celle des disques ou de puits, tandis que les méthodes de dilution en milieu liquide ou solide
servent a déterminer les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (Kalemba et
Kunicka, 2003 ; Burt, 2004 ; Lahlou, 2004 ; Holley et Patel, 2005 ; Wilkinson, 2006).
Selon Hulin et al., (1998) de nombreuses études ont montré une activité antibactérienne
contre un large spectre de souches bactériennes, telles que Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus.

Une étude expérimentale menée par Gutierrez et al., (2008) a montré que les HEs
présentent aussi une activité antibactérienne sur les enthéropathogénes zoonotiques y compris
Salmonella spp., Escherichia coli 0157 :H7, Campylobacter jejunii et Clostridium
perfringens. L’HE de Premna integrifolia possede une activité antibactérienne contre un
ensemble de souches pathogénes ce qui peut étre due a la présence de mono- et sesquiterpénes
oxygenés (Rahman et al., 2016). Le carvacrol, I’isoeugénol, le nérol, le citral et le sabinéne
sont considerées parmi les composants des HEs qui présentent un effet vis-a-vis Helicobactor
pylori (O’Gara et al., 2000). Le thymol et le carvacrol (composés majeurs de I’HE de thym
et d’origan) ont montré une activité inhibitrice sur les bactéries pathogénes telles que E. coli,
Salmonella enteritidis, Salmonella choleraesuis et Salmonella typhimurium (Burt, 2004). Il a
été démontré que 1’eugénol, le terpenen-4-ol et le carvacrol ont prouvé une activité contre la
croissance de quatre souches d’Escherichia coli O157 :H7 et de Listeria monocytogenes
(Santoyo et al., 2006). Il existe plusieurs HEs sont avérées actives sur un ensemble de
bactéries principalement I’HE de Thymus vulgaris et Melaleuca alternifoli qui peuvent inhiber
la croissance de nombreuses souches tels que S. aureus, S. epidermidis, S. hominis, P.

aeruginosa et K. pneumonia (Bharti et al., 2012).

3.1.2. Activite antivirale
Depuis les derniéres années de nombreuses publications ont décrit ’activité antivirale
in-vitro d’une large gamme d’HEs. La majorité de ces travaux a été conduit sur les virus de la

grippe et de ’herpes simplex (HSV 1 et 2) qui provoquent certaines des infections virales les
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plus courantes chez les humains (Carson et Hammer, 2011), a titre d’exemple I'HE de
Melissa officinalis qui contient le citral et le citronellal inhibe la réplication du HSV-2
(Allahverdiyev et al., 2004). Plusieurs HEs ont été testé sur le virus de la grippe tels que ;
d’Artemisia glabella (Seidakhmetova et al., 2002), Cynanchum stauntonii (Zai-Chang et
al., 2005), Origanum acutidens (S6kmen et al., 2004), et le cinnamaldehyde (Hayashi et al.,
2007). Une étude menée par Edris (2007) a montré qu’un nombre appréciable des HEs ayant
une activité antivirale puissante mais malheureusement il n'y a pas d'étude sur I’activité

antivirale des HEs contre les principaux virus de notre époque, tels que le VIH et I'népatite C.

3.1.3. Activité antifongique

Les HEs et leurs composants présentent un effet contre les champignons. Un large
éventail de pathogenes fongiques montrent une importante sensibilité aux HEs in-vitro, ce qui
accroit l'intérét pour leur application therapeutique ou industrielle. Par conséquent, parmi les
pathogenes humains et animaux ciblés, les levures du genre Candida et les dermatophytes
comme Epidermophyton, Microsporum et Trichophyton qui ont prouvé un grand intérét
(Hammer et al., 1996 ; Hammer et al., 1999 ; Yu et al., 2004 ; Preuss et al., 2005). Une
activité antifongique importante contre les champignons responsables de la détérioration des
aliments a été démontré sur plusieurs especes d’Aspergillus, Microsproum, Mucor,
Penicillium, Eurotium, Debaryomyces, Pichia, Zygosaccharomyces et Candida (Cosentino et
al., 2003 ; Holley et al., 2005). Razzaghi-Abyaneh et al., (2009) ont montré que le carvacrol
et le thymol sont considérés parmi les composants des HEs responsables de I’activité

antifongique.

3.1.4. Activité anti protozoaire

De nombreuse HES ont prouvé une activité anti protozoaire remarquable (Anthony et
al., 2005). Leishmania spp sont les agents responsables de la leishmaniose, ces especes ont
montré une sensibilité aux HEs notamment celle de Ocimum gratissimum (Ueda-Nakamura
et al., 2006) et Thymus vulgaris (Mikus et al., 2000), certains composants tels que le
limonene, le nérolidol (Arruda et al., 2005), le linalol (Rosa et al., 2003) et le terpinen-4-ol
ayant le méme effet (Mikus et al., 2000). Aussi Leishmania amazonensis s'est révélée
sensible a I'HE de Croton cajucara riche en linalol et a I'HE de Chenopodium ambrosioides
(Carson et Hammer, 2011). 1l a été rapporté que I'HE de citronnelle Cymbopoagan citratus a
montré une activité antitrypanosomienne in-vitro contre Crithidia deanei (Pedroso et al.,

2006) de méme I'HE d’Ocimum gratissimum contre Herpetomonas samuelpessoai (Holetz et
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al., 2003). Une étude in-vivo faite par Tchoumbougnang et al., (2005) a montré que les HEs
de Cymbopoagan citratus et Ocimum gratissimum ayant une activité anti protozoaire contre
Plasmodium berghei. Les voies d'administration intrapéritonéale et orale de I'HE de
Chenopodium ambrosioides chez la souris ont empéché le développement des lésions et
retardé l'évolution de l'infection par Leishmania amazonensis par rapport aux souris non
traitées (Monzote et al., 2007).

3.2. Activité antioxydante

Shaaban et al., (2012) ont montré que ’activité antioxydante est 1'un des sujets les plus
abordés dans la recherche sur les HEs ; suite aux dommages engendrés par les réactions
d’oxydation sur DI’ensemble des substances biologiques qui par conséquence peuvent
provoquer plusieurs maladies telles que : le cancer, maladie du foie, I’ Alzheimer, les arthrites,
I’inflammation, le diabéte, la maladie de Parkinson, 1’athérosclérose et le SIDA. Les HEs
présentent des propriétes antioxydantes et antiradicalaire (Lou et al., 2017) tels que I’'HE de
Bidens pilosa (Deba et al., 2008). Les terpenes et terpénoides sont les composés responsables
de P’activité antioxydante y compris : o-terpinéne, pB-terpinéne et B-terpinoléne présents chez
Melaleuca alternifolia, 1.8-cinéole dans Mentha aquatic L., Mentha longifolia L., et Mentha
piperita L., menthone et isomenthone dans Mentha longifolia et Mentha piperita, thymol,
eugenol et linalool dans le cumin, cannelle et gingembre (El-massry et EI-Ghorab, 2006).
D’aprés Yanishlieva- Maslarova, (2001) les HEs sont une source importante d’antioxydants
naturels et peuvent étre utilisées en étant une alternative aux antioxydants synthétiques, afin

de prévenir plusieurs maladies dégénératives.

3.2.1. Le stress oxydatif

Sies (1991) a définie le stress oxydatif comme étant le déséquilibre entre les systéemes
prooxydants et antioxydants. Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux
libres sont produits en permanence en faible quantité afin de servir d’intermédiaires des
processus physiologiques tels que le fonctionnement de certaines enzymes, Ila
transduction de signaux cellulaires, la défense immunitaire contre les agents pathogenes, la
destruction par apoptose des cellules tumorales, la différenciation cellulaire, la régulation
de la dilatation capillaire, le fonctionnement de certains neurones et notamment ceux
de la mémoire, la fécondation de I’ovule ou encore, la régulation des geénes, phénomene

appelé contréle redox des genes (Favier, 2003).
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3.2.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome, molécule) neutre ou chargée,
possédant un ou plusieurs électrons libres dits « célibataires » sur son orbitale externe
(Lehucher-Michel et al., 2001). Dacosta (2003) et Koechlin-Ramonatxo (2006) ont indiqué
que cet état lui confére une instabilité énergétique et cinétique ; sa durée de demi-vie étant trés
courte (10° a 10° s), ce qui le pousse & réagir trés rapidement avec d’autres composants,
cherchant & rapparier ses électrons célibataires pour acquerir la stabilité. Les molécules
attaquées deviennent a leur tour des radicaux libres, initiant de cette fagon un processus de
réaction en chaine. De plus parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former
dans les cellules, il convient de distinguer celles dites « primaires », qui dérivent directement
de I’oxygene et qui jouent un rdle particulier en physiologie, de celles dites « secondaires »,
ces dernieres se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés biochimiques
de la cellule (Novelli, 1997). Donc I’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sont

souvent appelés especes réactives oxygenées (ERO).
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Figure n°11. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygeéne impliqués en biologie (Favier, 2003).

3.2.3. Les antioxydants
D’aprés Berger (2006) un antioxydant désigne toute substance capable & concentration

relativement faible d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
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ou empécher 1’oxydation de ces derniers. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies
antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contréler leurs niveaux d’especes
réactives de 1’oxygéne. Par conséquent la nature des systemes antioxydants différe selon les
tissus et les types cellulaires et selon le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes enzymatiques et systemes

non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

1. Systemes enzymatiques

Principalement le systéme enzymatique s’agit de trois enzymes : la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Bien que ces enzymes
ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde (O2¢-) et du
peroxyde d’hydrogeéne (H20:2), conduisant finalement a la formation de 1’eau et de ’oxygéne

moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

2.Systemes non enzymatiques

D’aprés Favier (2003) ; Durand et Beaudeux (2011) ce groupe de systémes
antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes parmi lesquelles : le glutathion,
I’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles (cestrogeénes), la mélanine, la mélatonine,
’acide lipoique et le coenzyme Q. Parmi ces composés endogenes synthétisés par les cellules,
le plus important est le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) qui protege
non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le monoxyde
d’azote (NOe) (Favier, 2003). Ce sont principalement les composés phénoliques, a savoir, le
thymol et le carvacrol qui sont les plus actifs (Richard, 1992 ; Bouhdid et al.,2006). Leur
activité est a mettre en relation avec leur structure phénolique car les composés de ce type ont
des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un réle important en neutralisant les radicaux

libres et en décomposant les péroxydes (Braga et al.,2006).

3. Mécanismes d’action des antioxydants

Principalement les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent la phase
d’initiation du processus d’oxydation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec
I’oxygéne ou des agents de terminaison capables de piéger les radicaux libres en formant des
produits finis non radicalaires. Egalement ils peuvent chélater des traces métalliques
responsables de la production des especes réactives oxygénées ou encore interrompre la

réaction en chaine de peroxydation et peuvent réagir rapidement avec un radical d’acide gras
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avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Par contre d’autres, absorbent
I’énergie excédentaire de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (Favier, 2006). lls
visent également a protéger les systemes cellulaires des effets des processus potentiellement

nocifs qui causent 1’oxydation excessive (Hale, 2003).

3.3. Activité anti-inflammatoire
3.3.1. L’inflammation

Dayer et Schorderet, (1998) définent la réaction inflammatoire (inflammation) comme
étant la réponse des tissus vivants a une agression d’origine physique, chimique ou biologique
dans le but de maintenir son intégrité. Ce phénomene se caractérise par de la rougeur, de la
douleur, de la chaleur, de la tuméfaction et parfois une perte de fonction de la partie du corps
affectée (Sizer et Whitney, 2013). Habituellement c¢’est un processus bénéfique pour 1’hote
agress¢, mettant en jeu de nombreux systémes biologiques qui visent a éliminer I’agent
pathogene et de reparer les lésions tissulaires. En revanche elle peut étre néfaste du fait de
I’agressivité du pathogeéne, de sa persistance, du siege de I'inflammation ou encore des
régulations anormales du processus inflammatoire pouvant par conséquent engendrer des

dommages irréversibles (Lechat et al., 1990 ; Clos, 2012).

3.3.2. Types d’inflammation
1. Inflammation aigue

C’est la réponse immédiate ou précoce a une blessure et d'une durée relativement
courte, allant de quelques minutes a quelques jours (8 - 10 jours) (Rote, 1998 et Kumar et
al., 2010). Ce type se guérit spontanément ou avec un traitement, mais peut laisser des
séquelles si la destruction tissulaire est importante (Serhan et al.,2010). Principalement sa
prédominance est vasculaire, constituée par une réaction microcirculatoire intense entretenue
et amplifiée par la libération des médiateurs humoraux (Bouhassira et Calvino, 2009). Trois

grandes phases caractérisent ce type d’inflammation :
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1- lésion tissulaire

4- recrutement
leucocytaire

2- T apport sanguin local

Figure n° 12. Phases de la réaction inflammatoire (Bounihi, 2016).

* Phase vasculaire

Il a été rapporte que cette phase débute par une vasoconstriction artériolaire
extrémement bréve, de quelques secondes, sous I’action du systeme nerveux sympathique.
Puis suivie d’une vasodilatation des vaisseaux sanguins avec une augmentation du débit local,
ce qui explique en partie ’apparition de rougeur et d’hyperthermie locale. La vasodilatation
est initiée et entretenue par la libération de médiateurs chimiques tels que les cytokines et les
substances vasoactives (histamine, bradykinine, sérotonine, prostaglandine et dérivés du
complément), ce qui entraine 1’exsudation de cellules et du plasma vers les tissus et aboutit a
la constitution d’un cedéme interstitiel (Cousins et Power, 1999 ; Weil et Batteux, 2003 ;
Gouilly et Petitdant, 2006).

* Phase cellulaire

La phase cellulaire est caractérisée par un afflux extra-vasculaire interstitiel (diapédese)
de leucocytes évoluant en trois phases. D’abord la 1% se met en place dans les premiéres
minutes et met en jeu les polynucléaires neutrophiles et les monocytes/macrophages qui
auront pour fonction la phagocytose des microorganismes pathogénes et des tissus lésés. Suivi
par la 2™ phase impliquant des lymphocytes porteurs de récepteurs pour I’antigéne peu
variables qui vont contribuer a 1’élimination des microorganismes. Par conséquent Si ces
deux premieres étapes n’ont pas été suffisantes pour contrdler définitivement 1’infection,
d’autres systémes de défense impliquant ’activation de lymphocytes B et T spécifiques, se

mettront en place (Weil et Batteux, 2003).
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* Phase de résolution

Selon Gouilly et Petitdant (2006) aprés phagocytose du foyer inflammatoire et
destruction de I’agent causal, la réaction inflammatoire prend fin spontanément. En fin une
réparation tissulaire par cicatrisation aboutit a un tissu conjonctif néoformé remplagant le tissu
détruit et ce par la synthése de collagene, la multiplication cellulaire (fibroblastes) et la
néogénese vasculaire a partir des capillaires persistants ou localisés en périphérie du site
(Kidd et Urban, 2001 ; Meunier et al., 2004).

2. Inflammation chronique

Serhan et al., (2010) ont rapporté que I’inflammation chronique correspond a une
inflammation n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évolue en persistant ou
en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. En parallele les signes de début
sont identiques a ceux d’une inflammation aigué, mais les destructions tissulaires sont plus
graves et ont des conséquences fonctionnelles profondes. Le mécanisme de la chronicité n’est
pas toujours évident. Dans certains cas, elle tient a la persistance d’une substance pathogéne
que ’organisme est incapable d’éliminer, I’inflammation échoue dans sa premiere finalité qui

est le maintien de I’intégrité du soi (Weil et Batteux, 2003).

3.3.3. Les anti-inflammatoires
1. Les anti-inflammatoires traditionnels

Depuis longtemps les plantes sont utilisées pour la prévention ou le traitement des
maladies, y compris les maladies inflammatoires telles que le rhumatisme, I’arthrose,
I’cedéme et ’eczéma (Ko et al., 2014). Leurs composes bioactifs peuvent servir de matrice
pour la synthése de nouveaux meédicaments anti-inflammatoires tout en ayant des effets
secondaires minimes et des effets pharmacologiques trés puissants (Agyare et al., 2013). Des
composes tels que les flavonoides, les tanins et les HESs, sont présumés agir en bloquant les
voies des enzymes pro-inflammatoires notamment, la cyclo-oxygénase et la lipoxygénase
(Lee et al., 2003 ; Sadik et al., 2003 ; Rhind, 2012). L’effet anti-inflammatoire des HEs a été
mis en évidence par de nombreux travaux. Il est di aux monoterpénes hydrocarbonés,
sesquiterpénes hydrocarbonés et aux alcools sesquiterpéniques (Chao et al., 2005)
notamment, thymol, carvacrol, p-cymeéne, linalool, bornéol, 1.8-cinéole (eucalyptol), menthol,

a-terpinéol, a-pinéne et a-terpinéne (Veras et al., 2013 ; de Cassia da Silveira et al., 2013).
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2. Les anti-inflammatoires conventionnels
Les anti-inflammatoires sont nombreux et appartiennent a des familles de médicaments
différents puis que se trouve des analgésiques, des corticoides et des antihistaminiques (Yvan,

1997). Selon leur mode d’action ils sont divisés en deux catégories :

e Anti inflammatoires stéroidiens (AIS)

Selon Drogoul et Germain (1998) les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou
corticoides sont des analogues de synthése de la cortisone, hormone sécrétée par les glandes
surrénales. Les corticoides ont une efficacité nettement démultipliée par rapport a la
cortisone. Dans 1’ordre croissant d’activité, se trouve la prednisolone, la dexaméthasone et la
fluméthasone. Ils agissent sur toutes les étapes de la réaction inflammatoire. En paralléle ils
possédent un effet immunosuppresseur non négligeable. Par contre I1’utilisation de ces
médicaments a long terme pour maintenir leurs bienfaits s’accompagne d’un risque accru
d’effets secondaires tels que les troubles dermatologiques, déficit musculo-squelettique
(faiblesse, atrophie musculaire et ostéoporose), arrét de croissance, diabéte, troubles
neurologiques (vertige, maux de téte, convulsions et hypertension intracranienne bénigne) ou
encore, une aggravation des infections oculaires et une perte visuelle permanente (Russo-
Marie, 1998; Buchmann, 2001 ; Bontoux et al.,2014).

e Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des molécules qui ne présentent
pas d’analogie avec les corticoides ou les hormones stéroidiennes et qui forment un groupe
hétérogene de médicaments, agissant sur les conséquences de la réaction inflammatoire quelle
que soit son origine (Yvan, 1997 ; Drogoul et Germain, 1998). Parmi ces molécules existent
les anti-inflammatoires salicylés (Aspirine), les oxicams (Feldene, Tilcotil, Mobic), les
dérivés propioniques (Profenid, Apranax, Naprosyne, Cébutid), indoliques (Indocid) et des
dérivés arylacétiques (Voltarene) (Sany, 2003). De plus, les AINS possedent trois propriétés
thérapeutiques : antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire. Par conséquent leur action
est puissante et se manifeste rapidement en quelques heures ou quelques jours mais reste
réduite par rapport a celle des AIS. Ils agissent en diminuant la production des
prostaglandines et des thromboxanes en inhibant I’activité de la cyclo-oxygénase (Bontoux et
al., 2014). Les HEs ont la propriété de combattre les inflammations (Moro Buronzo, 2008)
qui sont souvent associées a certaines maladies y compris 1’hypertension, le cancer, ’accident

vasculaire cérébral (Schmid, 2006). Principalement I’activité anti-inflammatoire est due aux
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aldéhydes trouvés dans les HEs (Moro Buronzo, 2008). De méme Inouye et al., (2001) ont
indiqué que I’inhalation des vapeurs des HEs ont un effet anti-inflammatoire et réduit
I’asthme. Il a été rapporté que I’Aloe vera est I'un des meilleures plantes connues par leur
effet anti-inflammatoire (Vogler et Ernst, 1999). En effet, 'HE de cette espece présente la
plus grande activité inhibitrice de la lipoxygénase (96%) (Wei Shibamoto, 2010).

3.4. Activité anticancéreuse

De nombreuses études faites par Morshedloo et al., (2017) ont indiqué que les HEs en
tant qu'antioxydants naturels, ont montré une activité efficace contre la prolifération des
cellules cancéreuse. Comme exemple les HEs d’Elsholtzia ciliata a prouvé une activité
antiproliférative in-vitro contre les cellules du cancer de pancréas et de sein (Pudziuvelyte et
al., 2017), de Casaeria sylvestris et Zanthoxylum rhoifolium ont été testees sur les cellules
cancéreuses de cancer du col de l'utérus, du cblon et du poumon (Silva et al., 2007 ; Silva et
al., 2008), de Salvia libanotica contre les lignees cellulaires du cancer du célon (Itani et al.,
2008), de Schefflera heptaphylla contre les lignées cellulaires cancéreuses du sein, du foie et
du mélanome (Li et al., 2009) et Tetraclinis articulata contre les lignées cellulaires
cancéreuses humaines du mélanome, du sein et de l'ovaire (Carson et Hammer, 2011).
Selon Elson et al., (1999) ; Tatman et Mo (2002) ; Joo et Jetten (2009) plusieurs
isoprénoides présents dans les HEs inhibent la prolifération des lignées cellulaires cancéreuses
in-vitro, notamment le carvacrol, citral, p-cymene, farnésol, géraniol, d-limonene, nérolidol,
I'alcool périllylique, pinene, terpinéol, thymol et verbénone. Par conséquent, les HESs et leurs
composants peuvent également exercer des effets anticancéreux grace a leurs propriétés
antimutagenes, anti-angiogéniques, anti-inflammatoire (Issa et al., 2006 ; Tabanca et al.,
2007).
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Chapitre 1V Matériel et Méthodes

1. Matériels biologiques
1.1. Matériel végétal
1.1.1. Récolte

Les feuilles de I’espéce d’Artemisia campestris L. ont été récoltées durant le mois
d’avril 2019 dans la région de Hassi Bahbah située au Nord-Ouest de la wilaya de Djelfa
(longitude : 3°03'59.87" E, latitude : 34°54'10.04" N et altitude : 879 m) (Figure n°13). Les
feuilles de I’espece de Cistus laurifolius L. ont été récoltées durant le mois de mars 2019 dans
la Forét de Bissa (Sidi Akkacha) située au Nord-Est de la wilaya de Chlef (longitude :
1°27'17.806 E, latitude : 36°26'30".144 N, et altitude : 959 m) (Figure n°14). Les deux
espéeces récoltées ont été identifiées par Belhassaini Hachmi, professeur a l'université de Sidi
Bel-Abbas, Algérie. Les deux especes ont éte collectées manuellement. Un voucher spécimen
de chaque espéce (A.c ONA 2018 ; C.I ONA 2018) a eté déposé au niveau de Laboratoire de
Microbiologie et de Biologie Végétale (Université de Mostaganem, Algérie). Les feuilles
d’Artemisia campestris L et de Cistus laurifolius L ont été par la suite rincées puis séchées a
’air libre & température ambiante et a ’'ombre pendant 15 jours, jusqu’a la stabilisation de
leur masse afin de préserver I’intégrité des molécules (Bendif Hamdi, 2017). Une certaine
quantité des feuilles a été récupérée avant lavage pour déeterminer le taux d’humidité (Abdelli

et al., 2017). Les coordonnées géographiques sont listées ci-dessous (Tableau n°5).

Tableau n°5. Coordonnées géographiques de la récolte des especes étudiées.

Espeéce Région Coordonnées géographiques
Cistus laurifolius L Forét de Bissa Sidi Altitude : 959 m
Akkacha (Chlef) Longitude : 1°27'17.806 E

Latitude : 36°26'30".144 N

Artemisia campestris L Hassi Bahbah (Djelfa) Altitude : 879 m
Longitude : 3° 03'59 87" E

Latitude : 34° 54'10 04" N
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1.1.2. Détermination du taux d’humidité

La teneur en humidité des feuilles a été déterminée par le procédé de séchage a 1’étuve.
Une quantité des feuilles fraiches d’une masse de 5g + 0.01 a été exposée a une température
de 105°C+ 5 dans une étuve jusqu’a ’obtention d’un poids constant (Twidwell et al., 2002 ;
Bourkhiss et al., 2009).

Expression des résultats : le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H% = [(poids a — poids 3)/ poidsa ] x 100

Ou a : Poids de I’échantillon (plante fraiche) en gramme ;
B : Poids de I’échantillon (plante seéche) en gramme ;

H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

2. Screening phytochimique
2.1. Principe

Le screening phytochimique est indispensable dont le principe consiste a mettre en
évidence la présence des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée.
Mais il ne renseigne pas sur la nature des molécules, par contre les tests de caractérisation
phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont basés en partie sur I’analyse
qualitative. Ces tests sont basés principalement soit sur ; la formation de complexes insolubles
en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en
utilisant les réactions de coloration. Le screening phytochimique a été réalisé sur les feuilles et
les tiges pour Cistus laurifolius L. et sur les feuilles et rameaux pour 1’Artemisia campestis L ;

en suivant la méthode décrite par Sofowora (1993) et Trease et Evans (2002).

2.2. Mode opératoire
1. Alcaloides
A 10 g de poudre végétale introduite dans un erlenmeyer de 250 mL 50 mL d’une
solution d’acide sulfurique (H2SO4) a 10% sont ajoutés, aprés une macération a tempeérature
ambiante pendant 24 (h) le macéra est filtré puis lavé a ’eau distillée de maniére a obtenir 50

mL de filtrat.
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Caractérisation

1 mL de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5 gouttes du réactif de
Wagner sont ajoutées. 1 mL de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5
gouttes du réactif de Mayer sont ajoutées. La formation d’un précipité de couleur brune pour
la premiere réaction et blanc jaunatre pour la deuxieme indique la présence d’alcaloides.

2. Polyphénols

5 g de poudre végétale sont introduits dans 100 mL d’eau distillée bouillante contenu
dans un erlenmeyer de 250 ml et apreés infusion de 15 min le mélange est filtré puis rincé avec
un peu d'eau chaude de maniére a obtenir 100 mL d’infusé a 5%.

2.1. Tanins
Réaction de coloration :

5 mL d’infusé (5%) sont introduits dans un tube a essai auquel 1 mL d’une solution
aqueuse diluée de chlorure de fer (I11) (FeClz) (1%) est ajouté. Une coloration verdatre ou
bleu noiratre, caracterise la présence de tanins.

Réaction de Stiasny (différenciation des tanins) :

A 30 mL d’infusé a 5%, 15 mL de réactif de Stiasny sont ajoutés puis le mélange est
chauffé pendant 15 min au bain-marie a 90°C. Un précipité important de couleur rose indique
la présence de tanins catéchiques, le mélange est filtré et saturé par 5g d’acétate de sodium
(CH3COONa), puis 1 mL d’une solution de chlorure de fer (III) (FeCls) a 1% est ajouté.
L’obtention d’une teinte bleu-noire témoigne de la présence de tanins galliques non précipités
par le réactif de Stiasny.

2.2. Flavonoides

Il existe plusieurs tests de caractérisation permettant la mise en évidence de différents
types de flavonoides, parmi lesquelles le test d’anthocyane.
2.2.1. Anthocyane

A 5 mL d’infusé, 5 mL d’acide sulfurique (H2SOs) a 10% puis 5 mL d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH) a 50% sont ajoutés. La présence d’anthocyanes est caractérisée par
une coloration s’accentuant par acidification puis virant au bleu violacé en milieu basique.

2.3. Dérivés anthracéniques
Préparation de I’extrait chloroformique
Un volume de 10 mL de chloroforme est ajouté a 1g de poudre végétale ensuite le mélange est

chauffé au bain-marie pendant 3 min puis filtré a chaud et complété a 10 mL si nécessaire.
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Hydrolysat

10 mL d’eau distillée et 1 mL d’HCI concentré sont ajoutés a une partie du résidu de la
poudre épuisée par le chloroforme, le mélange est chauffé dans le bain-marie bouillant
pendant 15 min puis est refroidi sous un courant d’eau et filtré, il est ensuite complété a 10

mL avec de I’eau distillée.

2.3.1. Dérivés anthracéniques libres (réaction de Borntrager)
A 1 mL d’extrait chloroformique introduit dans un tube a essai 1 mL hydroxyde
d’ammonium (NH4OH) dilué a 50% est ajoute, puis le mélange est agité. La présence

d’anthraquinones libres est caractérisée par une coloration plus ou moins rouge.

2.3.2. Dérivés anthracéniques combinés
e O-hétérosides
5 ml d’hydrolysat sont prélevés et agités avec 5 ml de chloroforme. Ensuite la phase

organique est soutirée et introduite dans un tube a essai auquel 1 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH40OH) dilué est ajouté, le tout est agité. La phase aqueuse est conservée
pour d’autres utilisations ulterieures. Une coloration rouge plus ou moins intense est révélée
par une réaction positive. Si la réaction est négative ou faiblement positive, la recherche des
O-hétérosides a génine réduite est entamée.
e O-hétérosides a génine réduite

3 a4 gouttes de FeClz a 10% sont ajoutées a 5 mL d’hydrolysat, le mélange est chauffé
au bain-marie pendant 4 mins puis refroidi et agiter avec 5 mL de chloroforme. Par la suite la
phase chloroformique est soutirée et introduite dans un tube a essai auguel nous ajoutons 1
mL d’hydroxyde d’ammonium (NHsOH) dilué avec agitation. La coloration s’intensifie en
présence de produits d’oxydation des anthranols ou des anthrones.

e C-hétérosides

La phase aqueuse qui a été conservée précédement est reprise par 10 mL d’eau
distillée puis 1 mL de FeCls a 10 % est ajouté. Le tube a essai est maintenu dans le bain-marie
bouillant pendant 30 mins puis refroidi et agité avec 5 mL de chloroforme. La phase
chloroformique est soutirée et introduite dans un tube a essai auquel nous ajoutons 1 mL
d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) dilué puis nous agitons. La présence de génines de C-

hétérosides est caractérisée par une coloration rouge plus ou moins intense.
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2.4. Saponosides
Un décocté a 1% est préparé en introduisant 1g de poudre végeétale dans un erlenmeyer
de 250 ml contenant 100 ml d’eau distillée bouillante puis la suspension est maintenue en
ébullition moyen pendant 15 mins puis est filtrée apres refroidissement et complétée a 100
mL.
Caractérisation
Dans une série de 10 tubes a essais numérotés de 1 a 10, des volumes allant de 1 a 10 ml
de décocté a 1% y sont introduits successivement. Ensuite chaque tube est ajusté a 10 mL
avec de I’eau distillée puis est agité dans le sens de la longueur pendant 15 secondes a raison
de 2 agitations par seconde (soit 30 agitations). Aprés un temps de repos de 15 mins la
hauteur de la mousse dans chaque tube est mesurée. Le tube dans lequel la hauteur de la

mousse est de Icm permet de calculer I’indice de mousse.

Idm =1000/N

ou
* Idm : Indice de mousse ;
* N : Numéro du tube dans la hauteur de la mousse est de 1cm.

L’Idm est inférieur a 100, si la hauteur de la mousse est inférieure a 1cm dans tous les tubes,

En revanche si la hauteur est supérieure a 1 cm, I’'Idm est supérieur a 100.

2.5. Stérols et triterpenes
A 1g de poudre végeétale, 20 mL d’éther sont ajoutés, apres une macération de 24 h le
mélange est filtré et complété a 20 mL avec de I’éther. En effet ’extrait obtenu servira en plus

des stérols a la caractérisation des coumarines.

Caractérisation (réaction de Liebermann-Buchard)

10 ml d’extrait éthéré est évaporé a sec et repris avec 1 ml d’anhydride acétique (C4H603)
puis 1 ml de chloroforme (CHCI3). La solution obtenue est partagée dans deux tubes. 1 a 2 ml
d’acide sulfurique (H2SO4) concentré sont ajoutés, sans agitation, a 1’aide d’une pipette au
fond de 1'un des tubes, ’autre servira de témoin. A la zone de contact des deux liquides, la
formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou

violette révele la présence de stérols et triterpénes.
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Coumarines

5 ml d’extrait éthéré est évaporé a sec, le résidu est repris avec 2 ml d’eau chaude. La
solution est ensuite partagée entre deux tubes a essais. Dans I'un des deux, 0.5 ml
d’ammoniaque (NH40OH) a 25% est ajouté. Le mélange est observé sous rayonnement
ultraviolet a 366 nm. La présence d’une fluorescence intense bleu verdatre ou violette dans le
tube ou il a été ajouté de ’'ammoniaque, indique la présence de coumarines, 1’autre tube sert

de témoin.

2.6. Autre caractérisation
10 g de poudre végétale sont introduits dans un erlenmeyer contenant 100 mL d’eau

distillée pour préparer un décocté a 10%, le mélange est porté a ébullition pendant 15 mins.

2.6.1. Composes réducteurs

5 mL de décocté a 10% introduit dans un bécher est evaporé au bain-marie jusqu’a sec,
le résidu obtenu est repris avec 1 mL de réactif de Fehling (0.5 mL de réactif A + 0.5 mL de
réactif B). La présence de composés réducteurs est indiquée par I’obtention d’un précipité

rouge brique.

2.6.2. Oses et holosides
5 mL de décocté a 10% est évaporé au bain-marie jusqu’a sec, le résidu est repris avec 2
a 3 gouttes de H.SO4 concentré puis 3 & 4 gouttes d’alcool saturé avec du thymol 5 mins

apres. La présence des oses et des holosides est caractérisée par une coloration rouge.
2.6.3. Mucilages

1mL de décocté a 10 % et 5 mL d’éthanol absolu sont introduits dans un tube a essai.

L’obtention d’un précipité floconneux apres 10 mins, indique la présence de mucilages.
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3. Huiles essentielles
3.1. Procédés d’extraction
L’extraction des huiles essentielles a été realisee par la méthode d’hydrodistillation pour

les deux plantes étudiées.

3.1.1. Hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles des feuilles séches d’A. campestis et de C.
laurifolius a été effectuée a I’aide d’un hydro-distillateur de type-Clevenger (figure n°15). 600
mL d’eau distillée sont ajouté a 100 g du matériel végétal dans un ballon de 2 L, I’ensemble
est porté a ébullition pendant 4H a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter dans une ampoule
de décantation, I’huile se sépare par la suite de I’eau par différence de densité. L’HE obtenue
est conservée a une température de -18°C dans des tubes en verre opaques, fermés
hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiére jusqu’au moment de I’analyse afin

d’éviter les changements de la composition chimique (Ahmed, 2011).

Figure n° 15. Hydro-distillateur de type Clevenger pour I’extraction des huiles essentielles.

3.1.2. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de I’HE obtenue
apres extraction (M’) et la masse de la matiere végétale (M) utilisée (AFNOR, 1986). Le

rendement d’extraction (R) a été déterminé par la formule suivante (exprimé en pourcentage).
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RHE (%) =~ x 100

Ou RHE : Rendement en huile essentielle en % ;
M’ : Masse d’huile essentielle en gramme(Q) ;

M : Masse de la matiere végétale en gramme (g).

4. Analyse des huiles essentielles
L’analyse de la composition chimique des HES des especes étudiées a été effectuée par des
techniques chromatographiques.
e La CPG (Chromatographie en Phase Gazeuse) nous a permis de séparer et de
quantifier les composés.
e La CPG-SM (Chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de
Masse) nous a permis de déterminer les composés a 1’aide des banques de données

spectrales.

4.1. Chromatographie en phase gazeuse (GC)

Les analyses ont été réalisées sur chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett
Packard Agilent 6890 équipé d’une colonne capillaire HP-5MS Phase stationnaire : 5%
Phenyl 95 % dimethylpolysiloxane (Dimensions : long 30 m, d int 0.25 mm, épaisseur du film
0.25 um). La température du four a été programmée de 60°C pendant 8min, 2°C/min jusqu’a
250°C, puis mentenue en isotherme pendant 10 mins. La durée d’analyse est de 113 min. Les
températures de I’injecteur et du détecteur ont été fixées a 250°C et 280°C, respectivement.
Le gaz vecteur est I’hélium de grande pureté : N 6.0 ; avec un débit de 0.5 mL /min. Le

volume d’échantillon d’huile essentielle injecté est de 0.2 pL en mode Split.1 ; 20.

4.2. Chromatographie en phase Gazeuse Couplée a la Spectrométrie de Masse (GC/SM)
Les analyses par la Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de
Masse (GC/MS) ont été effectuées par un Spectrométre de Masse Hewlett Packard Agilent
5973 de type Quadripdles. Le mode d’analyse est Scan TIC (de 30 & 550). Le délai du
solvant est de 3.5 min. Les températures de la source ionique et de I’interface ont été réglées
respectivement a 230°C et 280°C. Les spectres de masse ont été obtenus par un Impact

Electronique « IE » (type d’ionisation) de 70 év (Intensité du filament).
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Tableau n°6. Informations géneérales sur I'analyse effectuée par CPG-SM.

Type Column HP-5MS
Volume d’injection 0.2 puL
Temperature d’injection 250°C
Temperature d’interface 280°C
Mode d’injection Split.1; 20
Gaz vector Helium

Figure n° 16. Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse

4.3. ldentification des composés chimiques

(CPG-SM).

L'identification des composés chimiques de chacune de nos huiles essentielles étudiés a

été réalisée en utilisant le logiciel ThermoXcalibur 1.2 en corrélant leurs spectres de masse
avec ceux des librairies ; Wiley 8™ édition, NISTO08, bibliothéque (Adams, 2007),
bibliothéque de terpénoides Mass Finder (Konig et al., 2001) et (Babushok et al., 2011).
Selon Van Den Dool et al., (1963), nous pouvons déterminer les indices de rétention.
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5. Etude in-vitro
5.1. Etude de P’activité antibactérienne

Souches bactériennes de références testées

Pour le test d’activité antibactérienne, nous avons testé la sensibilité de six souches
bactériennes de référence provenant de IInstitut Pasteur d’Alger vis-a-vis des agents
antibactériens standards (Antibiotiques) et biologiques (huiles essentielles), il s’agit de quatre
souches (Gram-négatives) et deux (Gram-positive) connues d’étre responsables d’infections

nosocomiales (tableau n°7).

Tableau n°7. Les souches bactériennes de références testées.

Souches Code Gram Source
Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Proteus mirabilis ATCC 35659 Négative
Bacillus cereus ATCC 10876 Positive Institut Pasteur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative d’Alger
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Positive
Klebseilla pneumonia ATCC 700603 Négative

ATCC: American Type Culture Collection.

Antibiotiques

Les antibiotiques utilisés pour effectuer I’activité antibactérienne sont les suivants:
Carbénicilline 100 (ug) (CAR), Céfazoline 30 (ug) (KZ), Chloramphénicol 30 (ug) (C),
Doxycycline 30 (ug) (DXT), Erythromycine 15 (ug) (E), Gentamicine 30 (ug) (CN),
Néomycine 30 (ug) (N), Oxacilline 5 (ug) (OX), Pipéracilline 30 (ug) (PRL), Polymyxine B
100 (1U) (PB), Triméthoprime-Sulfamethoxazole 25 (ug) (SXT).

Préparation de I’inoculum bactérienne

Selon Abdelli et al., (2019) ; Balouiri et al., (2016) I’inoculum bactérienne est
préparé a partir d’une culture jeune de 18 heures sur bouillon nutritif puis en les diluant dans
I’eau physiologique stérile, la turbidité de chaque suspension est ajustée a 0.5 MacFarland qui
correspond a (1-2) * 108 UFC/mL.
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5.1.1. Etude de la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des agents antibactériens
standards (Antibiogramme)

Le principe de I’antibiogramme repose sur I’étude de la sensibilité des souches
bactériennes de références vis-a-vis des agents antibactériens standards (les antibiotiques).
Cette technique consiste a déposer des disques imprégnés d’antibiotiques a tester a la surface
du milieu Mueller Hinton agar préalablement ensemencé avec 100 pL de la suspension
bactérienne a 108 UFC/mL afin de comparer I'effet antibactérien des HEs étudiées a celui des
antibiotiques (NCCLS, 1997 ; Yakhlef et al., 2011 ; Basli et al., 2012). Par conséquent la
sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques est déterminée selon le méme protocole

qu’avec les disques de papier imprégnés des huiles essentielles.

5.1.2. Effet antibactérienne des huiles essentielles étudiées (Technique de Vincent)

L’application de cette technique repose sur le principe d’antibiogramme (NCCLS,
1997). Le milieu MHA déposé dans des boites de pétri est ensemencé avec 100 pL de la
suspension bactérienne a 108 UFC/mL. Aprés un séchage de 30 minutes & 37°C des disques
en papier Whatman vierge stériles de 6 mm de diametre ont été imprégnés de 15 pL de
chaque HE a tester et soigneusement déposés a la surface de la gélose préalablement
ensemence par la suspension de chaque souche bactérienne. Des témoins sont utilisés comme
control négative. Par la suite les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Chaque test est
répété trois fois. En effet, aprés incubation 1’absence de la croissance bactérienne se traduit
par un halo translucide autour du disque, dont le diamétre de la zone d’inhibition est exprimé
en mm (Perveen et al., 2012). Le test témoin a pour but de confirmer que l'inhibition de la
croissance bactérienne est due uniquement a la substance étudiée (huile essentielle). Il
consiste a déposer a la surface de la gélose MH des disques en papier Whatman imbibés par
DMSO « témoin négatif » (NCCLS, 1997).

5.1.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Selon Skandamis et Nychas (2001) la CMI est définie comme étant la plus faible
concentration en HE capable d’inhiber la croissance microbienne de 90%. Dans notre étude la
CMI a éte determinée par la méthode de micro-dilution en bouillon, en série diluée
I'échantillon d'essai dans le bouillon est ensuite inoculé avec une souche bactérienne dans un
micro-titrage avec une plague a 96 puits. Premiérement, pour chaque ligne de la microplaque,
nous avons déposé 100 puL de Bouillon MH dans les 12 puits sauf le premier dans lequel nous

avons ajouté 200 uL d'HE a tester. Les deux derniers puits de la ligne servent a contrdler la
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croissance et la stérilité du milieu. Nous avons pris par la suite 100 puL de premier puits en les
passant au deuxiéme et du deuxiéme au troisiéme et ainsi de suite jusqu’au puits numeéro 10
pour obtenir les dilutions successives suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128. Puis
nous avons ajouté 100 pL de la suspension bactérienne & 105 UFC/mL dans tous les puits sauf
le dernier de chaque ligne. En fin les plaques sont fermées et incubées. Aprés incubation la
lecture des résultats se fait a I'ceil nu en observant les changements de la turbidité par rapport

aux témoins (Boukhatem et al., 2018).

5.1.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB correspond a la plus faible concentration d’HE dont le repiquage montre une
croissance de germe inférieure ou égale a 0.01 % de survivants (Bolou et al., 2011). La
technique de la CMB a éte effectuée lorsque le contenu des micro-puits dans lesquels aucun
trouble n’a été observé a servi a ensemencer le milieu gélosé MH et ce par des stries de 5 cm
de long a I’aide d’une anse calibrée de 0.2 uL. en commencant par le micro-puit correspondant
a la CMI, ensuite la bofte de pétri est incubée a 37°C pendant 24 h (Oussou et al., 2004 ;
Konan Kouadio et al., 2013). Konan Kouadio et al., (2013) ont montré que la CMB a été
déterminée en comparant la densité des stries a celle d’une autre boite de pétri préalablement
préparee (boite A). En paralléle la préparation de la boite (A) a nécessité la préparation de
I’inoculum de la souche bactérienne testée comme suit : deux colonies isolées a partir d’une
culture de 18 h sur gélose MH sont inoculées dans 10 mL de bouillon MH puis incubées a
37°C pendant 3 h. Par la suite un prélevement de 0.1 mL de la pré-culture est délayé dans un
autre tube de 10 mL de bouillon MH constituant ainsi I’inoculum initial de dilution 10°.
Egalement quatre dilutions successives sont effectuées (10 & 10). Il a été rapporté qu’un
ensemencement par stries de 5 cm de long a partir des cing dilutions préparées a été réalisé a
’aide d’une anse calibrée de 0.2 pL sur la gélose MH constituant ainsi la boite A. En effet, les
dilutions 10°, 10, 102, 10 et 10 correspondent respectivement a 100 %, 10 %, 1 %, 0.1 %
et 0.01 % de survivants (Bolou et al., 2011 ; Konan Kouadio et al., 2013).

5.1.5. Etude de ’effet synergique d’antibiotiques et des huiles essentielles testes

D’aprés Berenbaum (1989) la synergie est définie comme étant ’effet de ’association
significativement supérieure a la somme des activités de chaque antibiotique étudié
séparément a la méme concentration (c’est le cas des antibiotiques, et méme principes pour
I’HE ou lieu d’utiliser deux antibiotiques on utilise I’HE avec un antibiotique). Selon

Ouguirti, (2022) le développement des nouvelles molécules antibactériennes ne permet pas
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de remplacer les antibiotiques, mais ces molécules peuvent récompenser leur utilisation
excessive et de lutter contre la résistance acquise par les germes pathogénes, et ce peut étre

accompli par la combinaison des antibiotiques avec de ces phytomolécules.

1. Mode opératoire

A fin de réaliser ce test nous avons utilisé la méthode de diffusion de disque en milieu
gélosé. L’effet synergique de la combinaison des HES étudiées et des antibiotiques a été
évalué a partir de disque prét a I’emploi (disque d’antibiotique). Le milieu Mueller Hinton
Agar déposé dans des boites de pétri est ensemencé avec 100 pL de la suspension bactérienne
a 108 (UFC/mL), aprés un séchage de 30 minutes a 37°C, le disque d’antibiotique a été déposé
a la surface de la gélose, puis 15uL de chaque I'huile essentielle étudiée a été ajouté a
I’antibiotique pour évaluer I’effet de la combinaison. Par la suite les boites sont incubées a
37°C pendant 24 h. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux des antibiotiques testes sur
les mémes souches bactériennes et par la méme méthode (Toroglu, 2007).

5.2. Etude de P’activité antioxydante
L’activité antioxydante des huiles essentielles d’A. campestris et de C. laurifolius a été
évaluée par trois méthodes : le test de DPPH, le test de FRAP et le test de blanchissement du

[—carotene.

5.2.1. Test de DPPH

Brand-Williams et al., (1995) ; Maataoui et al., (2006) ont indiqué que le composé
chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl) est un radical organique stable de couleur
violette, qui absorbe a 517 nm. Sa stabilité est due au fait qu’il posséde un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote. En effet, en présence d’agents antioxydants qui sont des
donneurs d’hydrogéne, le composé est réduit en une forme non radicalaire DPPH-H (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazine) et vire vers la couleur jaune, ce qui entraine la diminution de son
absorbance. Parallelement, I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants a donner des protons (Figure n°17) (Sanchez-Moreno, 2002).
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Figure n°17. Réaction de test DPPH (Molyneux, 2004).

5.2.1.1. Mode opératoire

Le pouvoir antioxydant des HEs a été évalué par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH. Un volume de 100 pL de chacune des solutions éthanoliques d’huile
essentielle préparées a différentes concentrations, est mélangé avec 2.9 mL d’une solution
d’éthanol de DPPH® de 0.004% (p/v). Aprés incubation pendant 30 min a 1’obscurité a
température ambiante 1’absorbance est mesurée a 517 nm par spectrophotometre Biowave I
WPA 7121 V1.7.0. En parallele, nous procédons de la méme maniére pour 1’acide ascorbique
(antioxydant de référence). Un contrdle négatif est constitué de 100 puL d’éthanol et de 2.9 mL
de la solution de DPPH°. Les concentrations des HEs des deux espéces étudiées sont
comprises entre 0.2 et 100 mg/mL et pour I’antioxydant standard sont comprises entre 0.1 et 1
mg/mL (Archana et al., 2005).

5.2.1.2. Expression des résultats
D’apres Fu et al., (2011) I’activité antiradicalaire qui exprime la capacité de piéger le
radical libre DPPH°® est évaluée par le pourcentage de réduction de la solution de DPPH selon

I’équation suivante :

PR = [(Ac—A€) / Ac] x 100

Ou PR : Pouvoir de la réduction exprimé en pourcentage (%) ;
Ac : Absorbance de la solution de DPPH® en absence de I’H.E et de I’acide ascorbique.
Ak : Absorbance de la solution de DPPH® en présence de I’H.E ou de I’acide ascorbique
Molyneux (2004) a indiqué que la variation du pouvoir de réduction, en fonction de la

concentration de I’HE et de 1’acide ascorbique, permet de calculer le parametre CEsp. «
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Concentration Efficace » cette derniére est définie comme étant la concentration de I’HE ou
de I’acide ascorbique nécessaire pour réduire 50 % de I’activité de DPPH°. En effet, Les
valeurs CEso moyennes sont déterminées par les régressions linéaires de trois essais separés
ou I’abscisse est représentée par la concentration des échantillons testés et ’ordonnée par le

pouvoir de réduction en pourcentage (Mensor et al., 2001).

5.2.2. Test de FRAP

Le test de FRAP principalement repose sur I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire
le fer ferrique (Fe3*) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe (CN)s) en fer
ferreux (Fe?*) (Karagozler et al., 2008). En effet cette réaction est révélée par le virement de
la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleue-vert du fer ferreux, dont I’intensité de cette

coloration est mesurée a 700 nm par spectrophotométrie (Karagozler et al.,2008).

Fe''-TPTZ + reducing antioxidant ———  »  Fe'"-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure n °18. Structure du FRAP et de sa forme réduite (Prior et al., 2005).

5.2.2.1. Mode opératoire

Selon la méthode décrite par Oyaizu (1986), le pouvoir réducteur des HEs étudiées a
été déterminé. Un volume de 1 mL de chacune des solutions éthanoliques d’huile essentielle
préparées a différentes concentrations, est mélangé avec 2.5 mL d’une solution de
ferrocyanure de potassium KsFe (CN)s & (1%) et 2.5 mL d’une solution tampon phosphate
(0.2 M, pH 6.6). Le mélange est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min et refroidi a
température ambiante puis on ajoute 2.5 mL d’acide trichloracétique a (10 %) pour stopper la
réaction. Par la suite le mélange est centrifugé a 3000 (tours/min) pendant 10 mins. 2.5 mL
du surnageant est mélangé avec 2.5 mL d’eau distillée et 0.5 mL d’une solution aqueuse de
trichlorure de fer (FeCls) & 0.1 %. Apres incubation pendant 10 min la mesure de
I’absorbance du milieu réactionnel se fait @ 700 nm par spectrophotométre Biowave || WPA

7121 V1.7.0 contre un blanc semblablement préparé en remplagant 1’échantillon d’HE par de
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I’eau distillée. Un contréle positifa été efféctuée dans les mémes conditions : des solutions
d’acide ascorbique préparées a différentes concentrations. En fin, les HEs des especes
étudiées ont été testées a des concentrations comprises entre 0.2 & 10 mg/mL tandis que, celles
de P’antioxydant standard sont comprises entre 0.2 et 1.2 mg/mL.

5.2.2.2. Expression des résultats

Les résultats obtenus sont illustrés sous forme de graphe ou I’abscisse est représentée
par les différentes concentrations d’échantillon testées et 1’ordonnée par les absorbances
obtenues. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des fractions testées. La CEso est définie comme étant la concentration efficace a
laquelle I’absorbance est de 0.5 pour réduire le pouvoir, elle est déterminée par interpolation a

partir de I’analyse de régression linéaire (Oyaizu, 1986).

5.2.3. Test du blanchissement du p—carotene

Zargar et al., (2011) ont montré que la capacité antioxydante est déterminée en
mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydative du p-caroténe (decoloration) par les
produits d’oxydation de I’acide linoléique qui attaquent simultanément le B-carotene et ayant

comme résultat le blanchissement de celle-ci et la disparition de sa couleur orange.

5.2.3.1 Mode opératoire

Le test du blanchissement du p—carotene a été déterminé en suivant la méthode décrite
par Dapkevicius et al., (1998). Au debut 0.2 mg du B-carotene est dissout dans 0.5 mL de
chloroforme, la solution obtenue est introduite dans un ballon contenant 25 plL d’acide
linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme est complétement évaporé au Rota-vapeur,
par la suite 100 mL d’eau distillée saturée en oxygene est ajouté avec agitation vigoureuse
pendant 30 mins. 4 mL de I’émulsion résultante est transféré dans des tubes contenant 200 uL
de la solution éthanolique d’HE dont la concentration est de 200 pug/mL. En suite ce systéeme
d’émulsion a été incubé pendant 120 mins a 50°C. Parallélement le méme procedé est suivi
avec I’antioxydant de référence (BHT) utilis¢é comme contréle positif et ainssi que le blanc

contenant de 1’éthanol a la place des HES. Apres incubation : ’absorbance est lue a 470 nm.
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5.2.3.2. Expression des résultats

L’activité  antioxydante relative de 1’échantillon (AAR) apres 120 minutes est
calculée selon la formule suivante : AAR (%) = (A hantillon/ Agrt) X 100.
A : Absorbance de I’échantillon aprés 120 min.

A : Absorbance de BHT apres 120 min.

6. Etude in-vivo (toxicité aigué, activité anti-inflammatoire)
L’étude in-vivo a €té réalisée sur des souris Swiss albinos afin d’évaluer la toxicité
aigue des huiles essentielles par administration orale et leurs activités anti-inflammatoires par

le test de I’oedéme plantaire induit par injection d’un agent phlogogéne.

a. Matériel animal

Les deux sexes des souris Swiss albinos ayant un poids de 25 a 30 g et provenant de
Iinstitut Pasteur d’Alger, ont été utilisées pour les tests in-vivo. Ces animaux ont été mises
dans des cages en polypropylene et alimentées de fagon réguliére avec un acces libre a 1’eau.
Deux semaines avant I’expérimentation, les souris ont été acclimatées a 1’environnement du
laboratoire, avec des conditions contrélées de température (25 + 2°C) et un cycle

lumiére/obscurité de 12 h.

b. Préparation des solutions a tester

Selon Faria et al., (2011) les HEs étudiées ont été mises en suspension dans un
mélange d'eau distillée et de Tween 80 a 1% de facon a obtenir une solution de 100 mg/mL a
administrer par voie orale aux animaux. Des agents additionnels comprenant la carragénine
(1%) et le diclofénac (10 mg/Kg) ont été dissous dans du sérum physiologique (0.9% p/v)

avant utilisation.

6.1. Toxicité aigue
6.1.1. Notion de la toxicité

Selon Traoré et al, (1999) les effets toxiques d’une substance varient
considérablement selon 1’organe cible, sa nature et son mécanisme d’action. Ces effets
constituent la résultante d’interactions biochimiques entre la substance toxique et/ou ses
métabolites et les structures de I’organisme. Par conséquent, une meilleure connaissance de

ces caractéristiques permet d’améliorer 1’évaluation des risques potentiels pour la santé et
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facilite le développement de mesures rationnelles dans la prévention et le traitement (Traoré
et al., 1999).
6.1.2. Principe

La détermination de la toxicité aigiie consiste a administrer oralement par prise unique,
différentes doses d’échantillon a tester aux animaux et d’observer réguliérement pendant une
période allant de 24 h a une semaine, des signes probables de toxicité tels que les salivations,
les convulsions, le coma et la mort (Paschapur et al., 2009). D’apres Traoré et al., (1999)
cette méthode est basée sur la détermination de la dose létale qui tue 50% des animaux
d’expérience (DL50) ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c'est-a-dire la dose

la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin.

6.1.3. Mode opératoire

L’étude de la toxicité aigiie a été effectuée conformément a la ligne directrice de
I’Organisation de la Coopération Economique et Développement (OECD) code 423 (OECD,
2001a). Les souris (femelles) ont été mises a jeun pendant 16 h avant I’expérimentation avec
acces libre a I’eau, chaque HE étudiée a été administrée par voie orale a des groupes de souris
(n = 3) avec les doses suivantes : 50, 300 et 2000 mg/kg. Concernant le groupe témoin, n'a
recu que le véhicule (10 mL/kg de Tween 80 a 1%). L’observation des animaux traités a eté
faite continuellement pendant 2 h avant de leur donner a manger et a boire afin de deceler des
changements dans leurs réponses autonomiques ou comportementales en comparaison avec le
groupe témoin (agitation, respiration, asthénie, mort). La surveillance pour toute mortalité a
été poursuivie pendant 48 heures et ensuite pendant 7 jours. Si aucun mort n'a été enregistré
dans les groupes traités, le test est alors répété avec de nouveaux lots d'animaux (n = 3) a des

doses plus élevees, allant jusqu’a 5000 mg/kg.

6.1.4. Effet anti-inflammatoire des huiles essentielles
Test de I’oedéme plantaire induit par carragénine
L’¢étude de I’effet anti-inflammatoire des HEs étudiées a été réalisée selon le protocole
décrit par Winter et al., (1962). Les souris des deux sexes ont été soumises a un jeun pendant
16 h avant I’expérimentation avec un acces libre a 1’eau. Ces animaux ont été réparties en 5
lots de 6 animaux chacun (n=6).
e Lot I (témoin ou contrdle) a recu 10 mL/kg de Tween 80 a 1%.

e Lot Il (standard) a recu 10 mg/kg de diclofénac (un anti inflammatoire de référence)
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e Leslots I, IV et V (expérimentaux), ont recu respectivement des doses de 100, 200 et
400 mg/Kg d’HE a tester. Apres 30 mins de traitement par administration orale, ’oedéme a
été induit par injection de 50 pL de carragénine (1% p/v) au niveau de la voute plantaire de la
patte postérieure droite. L’épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a I’aide d’un pied a
coulisse digital avant injection (Vo) puis chaque heure pendant 6 h aprés induction de

I’inflammation (Vasudevan et al., 2006).

Le % d’inhibition de ’oedéme a été calculé selon la formule suivante (Lanhers et al., 1992) :
% d’inhibition = [(Vt — Vo) témoin — (Mt — Vo) traite] X 100 / (Vt — Vo) témoin

Nous considérons

Vo : Volume de la patte avant injection de la carragénine ;

Vt: Volume de la patte a un intervalle de temps détermine aprés injection de la carragénine.

L'analyse statistique des HEs testées a été réalisee par un logiciel (Stat Box 6.4). En utilisant

ANOVA suivie du test de Newman et Keuls.
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1. Materiel végétal
1.1. Taux d’humidité

L’¢évaluation de I’humidité des feuilles de Cistus laurifolius L. a révélé une teneur de
48.6%, ce qui signifie que celle de la matiere séche est de 51.4% (figure n°19).

Heau B matiere seche

Figure n® 19. Taux d’humidité de I’espece Cistus laurifolius.

La détermination de I’humidité des feuilles d’Artemisia campestris L. a présenté une teneur

en eau de 71.60%, ce qui signifie que la teneur en matiére séche est de 28.40% (figure n°20).

Heau M matiére séche

Figure n° 20. Taux d’humidité de 1’espéce d ’Artemisia campestris.

Besombes, (2008) indique que les variations rencontrées dans la teneur en eau de nos
plantes étudiées, peuvent étre dues a des facteurs environnementaux tels que ; les conditions
climatiques et la répartition geographique. D’apreés Hopkins et al., (2003) les variations de la

teneur en eau sont justifiées par I’impact de plusieurs facteurs, notamment, les conditions
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physiologiques. La plante Cistus laurifolius provient d’une région & étage bioclimatique
humide. Tandis que, Artemisia campestris est une plante qui provient d’une région a étage

bioclimatique semi-aride.

1.2. Screening phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique, des parties aériennes
traitées des deux espéces par des réactions qualitatives de caractérisation, a permis de mettre
en évidence la présence de différents groupes chimiques. Les résultats obtenus sont

représentés dans les tableaux n° 8 et 9.

Tableau n°08. Résultats du screening phytochimique d’Artemisia campestris.

Composes phytochimiques recherchés Feuilles  Rameaux
Alcaloides Reéactif de Mayer +++ +++
Reéactif de Wagner +++ +++
Tanins Reéaction avec FeClI3 +++ +++
Tanins galliques +++ +++
Tanins catéchiques - -
Flavonoides Anthocyanes - -
Dérives anthracéniques libres ++ +
Dérivés O-hétérosides +++ ++
Deérivés anthraceniques O-hétérosides a génine ++ +
Anthracéniques  ~ombiner réduite
C-héterosides +++ ++
Saponosides +++ +++
Stérol et triterpene ++ +
Coumarines +++ ++
Autre Composés réducteurs ++ ++
caractérisation  Qses et holosides +++ ++
Mucilages - -

(+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.

Concernant 1’espéce d’A. campestris L., les résultats du criblage phytochimique
mentionnés dans le tableau n°08 montrent la présence dans les deux parties de la plante divers
composés avec une grande abondance pour la plupart. Nous remarquons la présence des
alcaloides, des tanins (Réaction avec FeClI3, Tanins galliques), dérivés anthracéniques libres,

des dérivés anthracéniques combinés (O-hétérosides, O-hétérosides a génine réduite, C-
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hétérosides), des stérols et des triterpénes, des saponosides, des coumarines, des composés
réducteurs, des oses et holosides. Tandis que, d’autres constituants incluant les tanins
catéchiques, les anthocyanes, et les mucilages sont absents. Une étude faite par Alghazeer et
al., (2010) sur les feuilles d’A. campestris a revélé une présence tres abandante des alcaloides,
des saponines, des flavonoides, une abondance des terpénes et 1’absence des anthraquinones,
tanins et les coumarines, alors que notre étude indique leur présence en abondance et
I’absence des flavonoides. De nombreuses études phytochimiques realisées par Rauter et al.,
(1989) ; Joao et al., (1998) et Akrout et al., (2001) sur Artemisia campestris ont révélé la
présence des ployphénols, des flavonoides et des tanins. De plus, des travaux fait par Naili et
al., (2010) et Ali Esmail (2015) ont prouvé la présence des alcaloides, des saponines, des
terpénes et des flavonoides dans I’espece d’A. campestris. Nos résultats ont montré que les

composés suscités, a I’exception des flavonoides, sont présents dans notre plante.

Tableau n°09. Résultats du screening phytochimique de Cistus laurifolius.

Composés phytochimiques recherchés Feuilles Tiges
Alcaloides Reéactif de Mayer ++ ++
Reéactif de Wagner +++ +++
Reaction avec FeClI3 +++ +++
Tanins Tanins galliques +++ +++
Tanins catéchiques ++ ++
Flavonoides Anthocyanes - -
Dérivés Anthracéniques libres - -
O-hétérosides ++ +
Dérives Dérivés O-hétérosides & génine o+ ++
Anthracéniques  Anthracéniques rgduite
Combiner C-hétérosides ++ ++

Saponosides - -

Stérol et triterpene ++ +
Coumarines ++ -
Autre Composés réducteurs ++ ++
caractérisation  Oses et holosides +++ ++
Mucilages ++ ++

(+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.

D’aprés les résultats du criblage phytochimique de Iespéce Cistus laurifoius L.
mentionnés dans le tableau n°09, nous remarquons que les tiges et les feuilles contiennent les

alcaloides, les tanins, les dérivés anthracéniques combinés, les stérols et triterpenes, les
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coumarines, les composés réducteurs, les oses et les holosides et les mucilages avec des
intensités plus ou moins variables. En revanche, d’autres constituants incluant les
anthocyanes, les dérivés Anthracéniques libres et les saponosides sont absents. Selon une
étude faite par Sadhu et al., (2006) sur I'extrait éthanolique des feuilles de Cistus laurifolius,
plusieurs composés phytochimiques tels que : les tanins, stérols, glycosides et composes
phénoliques principalement des flavonoides ont été isolés. Ces résultats sont similaires aux
notre, a I’exception des flavonoides qui ont été absents dans notre étude. Les composés
phytochimiques sont connus de posséder diverses propriétés biologiques qui peuvent
contribuer a l'utilisation d’A. campestris et de C. laurifolius comme remedes en médecine
traditionnelle.

Il a été rapporté que les alcaloides (McDevitt et al.,1996) sont plus efficaces sur la peau
et les muqueuses car ils sont expectorants, tandis que, les flavonoides de couleur jaune se
trouvent dans de nombreuses plantes et peuvent étre utilises pour traiter I'athérosclérose et
I'nypertension (Luis et al., 2006). De plus, les saponines et les alcaloides sont signalés comme
des composés les plus actifs alors que les activités antimicrobiennes sont attribuées a de
nombreuses especes végétales (Harrison et Bartels, 2006). Les alcaloides ont été apercus
comme étant cytotoxiques, antihypertensifs et anti-arhytmiques (Saxena et al., 2013). Ils sont
capables d’assurer la survie et la protection des plantes contre différents agents agresseurs
comme les microorganismes, les insectes et les herbivores. De méme, ils peuvent agir contre
d’autres plantes susceptibles d’étre nuisibles par le biais de leur activité allélopathique
(Molyneux et al., 1996).

De Bruyne et al., (1999) ; Dolara et al., (2005) ; Geetha et Geetha (2014) ont montré
que les tanins peuvent exercer des effets astringents, antidiarrhéiques, diurétiques,
hémostatiques, antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens. Kokate (1997) ; Ayoola
et al., (2008) et Bruneton (2009) ont indiqué que les flavonoides sont connus pour leurs
effets anti-allergiques, hépato-protecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants,
diurétiques, antiviraux et cytotoxiques. Les flavonoides jouent un role tres important en
protégeant les plantes contre le stress hydrique et leur tolérance aux métaux lourds présents
dans les sols (Winkel-Shirley, 2001). Ils sont largement distribués dans le régne végétal et
possedent une grande variété dactivités biologiques, essentiellement leur réle dans la
diminution de diverses maladies telles que : l'athérosclérose, l'ostéoporose, le cancer et la
maladie d'Alzheimer (Bae et al.,1999 ; Ohsaki et al., 1999).
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D’aprés Nyarko et Addy, (1990) les composes reducteurs tels que les glycosides sont
capables d’abaisser la tension artérielle. En outre, les saponosides sont connus pour leurs
activités antifongiques, anti-inflammatoires, analgésiques, hémolytiques, immunostimulantes,
hypocholestérolémiantes, anticarcinogéniques, antioxydantes et antivirales (Morrissey et
Osbourn, 1999 ; Takechi et al., 1999 ; Traore et al., 2000 ; Roux et Catier., 2007). De
méme, les anthraquinones possédent des activités antimicrobiennes et anti-inflammatoires
(Just et al.,1998 ; Wuthi-udomlert et al., 2010). Ainsi d’autres phyto-constituants tels que
les coumarines qui ont en plus, la propriété d’étre anticoagulantes (Somboro et al., 2011).
Les terpénes possedent des propriétés anti-carcinogéniques, anti-malariales, antiulcéreuses,
antimicrobiennes et diurétiques (Langenheim,1994 ; Dudareva et al., 2004).

2.Huiles essentielles
2.1. Rendement en huiles essentielles

Le tableau n°10 ci-dessous représente les rendements moyens en huiles essentielles des
feuilles séches de Cistus laurifolius et d’Artemisia campestris extraites par hydrodistillation.

Tableau n°10. Les rendements en huiles essentielles de C. laurifolius et d’A. campestris.

Huile essentielle Cistus laurifolius L. Artemisia campestris L.

Rendement (%) 2 (%) 4.9 (%)

A partir de ces résultats nous remarquons que les feuilles séches d’Artemisia campestris
ont donné un rendement en huile essentielle de 4.9 % qui est le taux le plus éleve compare a
celui obtenu par Cistus laurifolius (2 %). Une étude réalisée en Tunisie par Akrout et al.,
(2010) sur I’espéce d’A. campestris a montré un rendement moins important de celui trouvé
par notre échantillon d’huile essentielle et qui est de 'ordre de 1.2 %. D’autre part, des
résultats tres inférieurs aux noétres ont été obtenus par Touil et al., (2017) sur I’huile
essentielle d’A. campestris correspondant & des taux respectifs de 0.37 % (plante prélevée au
printemps) et 0.41 % (plante prélevée en été). Le rendement et la qualité des HEs de cette
espéce sont influencés par la saison de récolte (Abad et al., 2012). De méme, une autre étude
menée par Bertella, (2019) sur A. campestris a donné des résultats trés inférieurs aux nétres
(0.29 %). Tandis que, une étude effectuée par Boudjouref, (2011) sur [Iextrait
chloroformique d’A. campestris a montré également un rendement légerement proche de celui

de notre et qui est de 1’ordre de 3.4 %. De nombreux travaux, effectués sur A. campestris,
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montrent des rendements en huiles essentielles trés variables et trés faibles comparés aux
notres. lls sont respectivement de 0.1 % (Dob et al., 2005), 0.41 % (Aloui et al., 2016),1.20
% (Akrout et al., 2011), 1.4 % (Fabien et al., 2002) et 1.5 % (Neffati et al., 2011).
Egalement ils existent plusieurs facteurs pouvant influencer le rendement tels que la zone
géographique de collecte, le climat, la génétique de la plante, la partie utilisée, le stade de
développement, le degré de fraicheur, la période de séchage, la méthode et le matériel
d’extraction utilisés (Sefidkon et al., 2001 ; Vekiari et al.,2002). Ainsi que I’ensoleillement,
les facteurs édaphiques, la température, I’altitude, la région de la culture peuvent influencer le
rendement en ’HE (Achak, 2006 ; Massei et al., 2006).

Une étude effectuée par Ustun et al., (2016) sur I’extrait éthanolique des feuilles de
Cistus laurifolius a montré un rendement de 1’ordre de 32.35 % qui est trés supérieur a celui
de notre. De plus, d’autre étude menée par Bechlaghem, (2020) sur trois espéces du genre
Cistus, a permis d’obtenir des rendements moyens en HES qui sont des ordres de 0.003, 0.02
et 0.08 % sont respectivement de Cistus monspeliensis, Cistus albidus et Cistus ladaniferus.
Ces resultats restent inférieurs a celui trouvé pour notre huile essentielle de ciste qui est de
2%. Selon Kelen et Tepe, (2008) les dissimilitudes dans les rendements des HEs révélées
chez Cistus laurifolius et Artemisia campestris peuvent étre liées a la période de récolte car
elle est primordiale en termes de rendement et de qualit¢ de I’HE. Par conséquent, le
rendement en HE d’une plante est influencé par des paramétres intrinseéques (les stades de
croissance) et extrinseques (la pédoclimatique) (Touil et al., 2017). En effet, le rendement en
HE est un paramétre primordial pour leur exploitation industrielle tels que les industries

alimentaires et pharmaceutiques (Renata, 2013).

2.2. La composition chimique

La composition chimique de I’HE d'A. campestris analysée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG - SM), I’indice de rétention et le
pourcentage des composeés identifiés de cette HE sont regroupés dans le tableau n°11.

Tableau n° 11. Composition chimique de I'huile essentielle d'Artemisia campestris.

N°  Composés IR Aire (%)
1 Furfural 800 0.14
2 Camphene 948 0.15
3 a-Phellandrene 1000 0.74
4 1.8-Cineole 1034 13.31
5 cis-p-Menth-2-en-1-ol 1104 1.18
6 B-thujone 1111 6.97
7 Cis-Pinocarveol 1116 0.58
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8 a-thujone 1122 3.91
9 Chrysanthenone 1122 13.95
10  cis-Chrysanthenol 1146 0.21
11 Camphor 1154 41.95
12 trans-pinocarveol 1167 1.96
13 Myrtenol 1177 0.75
14 y-terpinéne 1184 2.62
15  trans-Carveol 1195 0.14
16  cis-Carveol 1200 0.49
17  Piperitone 1214 0.42
18  Neral 1224 0.38
19  Geraniol 1230 0.60
20  trans-Myrtanol 1245 0.24
21  Geranial 1250 0.37
22 Bornyl acetate 1260 0.72
23 Lavandulyl acetate 1276 0.17
24 Thymol 1286 0.74
25  Carvacrol 1310 0.77
26  trans-Carvyl acetate 1318 1.30
27  a-Cubebene 1324 2.07
28  Methyl eugenol 1402 0.87
29  Ar-Curcumene 1479 0.52
30  Cedrol 1581 0.43
31  Humulene epoxide Il 1597 0.21
32 a- Muurolol, epi 1630 0.58
33  B-Eudesmol 1640 0.56

Total 100

IR : Indice de Rétention

D’apres les résultats obtenus représentés dans le tableau n°11, nous constatons que
I’huile essentielle des feuilles séches d’Artemisia campstris renferme trente-trois composés
volatiles représentant un total de 100 %. Les principaux composés de I'HE d'A. campestris
sont : le camphor (41.95 %) et la chrysanthénone (13.95 %), suivis du 1.8-cinéole (13.31 %).
D'autres composants se trouvent également en faibles quantités tels que : B-thujone (6.97 %),
a-thujone (3.91 %), y-terpinéne (2.62 %), a-cubebene (2.07 %) et trans-carvyl acétate (1.30
%). La forte prédominance du camphor indique qu'il représente le chémotype de I’huile
essentielle d'A. campestris (Laguerre, 2015). En revanche, Akrout et al., (2010) ont montré
que I’huile essentielle d'A. campestris collecté de Beni-Khedache (région montagneuse du sud
de la Tunisie) est caractérisée par le B-pinene a 45.8 % comme le constituant le plus dominant
alors que le camphor n’est pas présent. D’autre part, Dob et al., (2005) ont constaté que celle
de Djelfa (Algérie) est représentée principalement par le (Z, E) -Farnesol (10.3 %) alors que le

camphor aussi n’est pas présent. Par comparaison, les deux constituants majeurs (B-pinéne et
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Z, E -Farnesol) présents dans les études précitées sont absents dans notre huile essentielle d’A.
campstris.

Une autre étude réalisée par Belhattab et al., (2011) sur les feuilles d’A. campestris
provenant de la région de Bousaada (Algérie) a révélé la présence de I’a-pinéne (18.4%)
comme le constituant majeur, alors que le camphor représente seulement 9.2 %. Cependant,
Judzentiene et al., (2014) et Bertella, (2019) ont rapporté que le profil des composés de ’'HE
d’A. campestris est caractérisé par la prédominance du germacrene-D. En revanche, ce dernier
est absent dans notre cas. Maarfia et al., (2018) ont montré que I’HE d’A. campestris récoltée
dans la région de Batna (Algérie) est caractérisée par la prédominance de 2-naphtaléne
acétaldéhyde,1,4-dihydro-a, a-diméthyl-1,4-dioxo- (22.1 %) alors que le comphor n’est pas
présent. Selon Judzentiene et al., (2010) de nombreuses études, réalisées sur A. campestris
provenant de la France, I’ltalie et le Portugal, ont rapporté que I’HE est représentée par le
chémotype y-terpinéne, Ar-curcumeéne et 3-pinene respectivement. Par comparaison, les deux
premiers composes sont présents dans notre huile essentielle en faibles quantités tandis que le
dernier est absent.

D’autres travaux effectués par Akrout et al., (2001) ; Juteau et al., (2002) et Chalchat
et al., (2003) ont signalé la présence de I’a-pinéne comme composant majeur des huiles
essentielles d’A. campestris. De plus, Aloui et al., (2016) ont constaté que le chemotype de
I’HE de cette espéce était le B-pinéne (32.95%). Alors que ces deux composants sont absents
dans notre échantillon. De nombreux chémotypes étaient identifiés comme des principaux
composes tels que : spathulenol (Chalchat et al., 2003) ; y-terpinene (Juteau et al., 2002) ; a-
pinene (Bellomaria et al., 2001) ; B-pinene (Silvestre et al., 1999). Des analyses faites par
Touil et al., (2017) ont montré que le constituant majeur de I’HE d’A. campestris identifié en
été et en hiver était ’a-pinéne dont les teneurs sont 39.71 et 29.55 % respectivement. Tandis
que, ce qui a été identifié au printemps était le t-Muurolene (37.12 %). Par contre les deux

constituants sont absents dans notre HE.
La composition chimique de I'huile essentielle de Cistus laurifolius L. déterminée par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG - SM), I’indice

de rétention et le pourcentage des composes identifiés sont regroupés dans le tableau n°12.
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Tableau n° 12. Composition chimique de I'huile essentielle de Cistus laurifolius.

N° Composé IR Aire (%)
1 a-Pinene 932 0.34
2 Camphene 948 0.83
3 Limonene 1026 0.40
4 1.8-Cineole 1033 0.48
5 B-Phellandrene 1038 6.23
6 (E)-B-ocimene 1058 0.57
7 cis-linalool oxide 1062 0.70
8 3-Nonen-1-ol 1085 0.28
9 3-Nonanone 1088 0.29
10 Terpinolene 1092 0.37
11 B-thujone 1114 1.73
12 trans-Sabinal 1131 1.55
13 cis-Chrysanthenol 1145 0.54
14 Camphor 1152 2.69
15 Lavandulol 1155 0.68
16 cis-Verbenol 1159 1.96
17 trans-Pinocarveol 1166 4.54
18 Myrtenol 1176 1.31
19 Ethyl octanoate 1179 1.11
20 v-Terpinene 1185 12.29
21 trans-Carveol 1195 1.44
22 cis-Carveol 1200 2.30
23 Piperitone 1214 3.34
24 Borneol 1230 14.69
25 Isononyl alcohol 1241 3.29
26 Geranial 1249 2.37
27 Carvone 1256 1.27
28 Thymol 1286 0.93
29 Carvacrol 1310 1.16
30 a-Cubebene 1326 0.95
31 neryl acetate 1344 0.79
32 d-Element 1355 0.19
33 decanoic acid 1365 0.76
34 eugenol 1372 0.25
35 a-Copaene 1388 0.40
36 Aromadendrene 1469 0.51
37 a-Humulene 1489 0.67
38 y-Murolene 1497 0.21
39 delta-Cadinene 1516 5.51
40 elemicin 1521 2.05
41 isobornyl isovalerate 1531 0.58
42 y-Cadinene 1541 0.29
43 Cedrol 1582 1.16
44 humulene epoxide |1 1600 1.16
45 1,10-di-epi-Cubenol 1605 0.62
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46 a- Muurolol, epi 1629 2.28
47 a-Cardanol 1637 0.27
48 B-Eudesmol 1643 1.12
49 bulnesol 1653 0.48
50 tridecanoic acid 1661 0.77
51 Chamazulene 1714 5.13
52 a-Simental 1726 3.75
53 benzyl salicylate 1834 0.39

Total 99.97

IR : Indice de Rétention

D’aprés les résultats d’analyse de la composition chimique présentés dans le tableau
n°12 nous constatons que I’huile essentielle des feuilles séches de Cistus laurifolius L.
renferme cinquante-trois composés volatiles représentant un total de 99.97 %. Les principaux
composés de I'HE de C. laurifolius étaient ; le bornéol (14.69 %) et y-terpinéne (12.29 %).
D'autres composants sont également présents en faibles quantités tels que : B-phellandrene
(6.23%), delta-cadinene (5.51 %), piperitone (3.34 %) camphor (2.69%) et cis-caveole
(2.30%). La forte prédominance du bornéol indique qu'il représente le chémotype de I’'HE de
C. laurifolius (Laguerre, 2015).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus pour Cistus laurifolius originaire de
Turquie (Muzaffer et al., 2004), en effet, le bornéol a éete identifié comme étant le composant
majeur de I'huile essentielle présent a un taux de 6.1%. Kobold et al., (1986) ont trouvé que
I’huile essentielle des feuilles de Cistus laurifolius est caractérisée par 1’a-pinene (25.2%) et
le camphene (23.2%) comme constituants principaux alors que le borneol n’est pas présent.
Par comparaison, notre I’huile essentielle contient 1’a-pineéne et le camphene a des taux
nettement plus faibles. Une étude realisée par Bechlaghem, (2020) a montré que le
chémotype des huiles essentielles de différentes espéces du genre Cistus étaient : le bornéol
(12.5 %), epi-a-bisabolol (11.4 %) et épi-13-oxide de manoyl (28.6 %) pour C. ladaniferus,
C. albidus et C. monpeliensis respectivement. Par comparaison, notre échantillon contient le
borneol (14.69 %) a une concentration légerement proche, tandis que les deux derniers
constituants sont absents.

Le 1.8-cinéole ne présente pas une tres forte activité antibactérienne. Par contre, il a un
effet synergique en potentialisant ’activité antibactérienne d’autres composés. Il a été montré
que ce composé augmente la perméabilité de la paroi, en causant un déséquilibre dans la
membrane des bactéries et facilite ainsi la pénétration d’autres composés plus actifs dans ces
derniéres (Franchomme et al., 2001). Le 1.8-cinéole présente également des effets

antifongiques sur quelques espéces tels que Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus
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(Vilela et al., 2008 ; Morcia et al., 2012), il possede aussi des propriétés antivirales
notamment contre I’Herpés simplex virus de type 1 et le virus bronchitique dont il inhibe les
réplications intracellulaires (Astani et al., 2010 ; Yang et al., 2010). Le bornéol est utilisé
comme analgésiant, anesthésiant, antalgique avec inhibition du relargage des catecholamines
(Liu et al.,2004) et anti-inflammatoire (Almeida et al., 2013).

Il a été rapporté que les variations de la composition chimique rencontrées dans les
huiles essentielles des espéces étudiées d'un point de vue qualitatif et quantitatif peuvent étre
attribuées a un ou plusieurs facteurs. Par conséquent, ces facteurs peuvent influencer la voie
de la biosynthése des plantes et avoir des conséquences sur la proportion relative des
principaux composes caractéristiques (Ennajar et al., 2009 ; Oliva et al., 2010 ; Viuda-
Martos et al., 2011). Les facteurs climatiques et la disponibilité de 1’eau dans le sol ont un
effet sur le métabolisme secondaire du végetal et par conséquent, modifier la composition

chimique des huiles essentielles par saison de ’année (Freire et al., 2006).

3. Etude de ’activité antibactérienne
3.1. Activité antibactérienne vis-a-vis les agents antibactériens standards

L’évaluation de la sensibilité des souches bactériennes de références testées par
antibiogramme nous a permis d’obtenir les résultats ci-apres (tableau n°13). Les bactéries
sélectionnées au cours de cette étude sont celles qui causent un probléme d’antibiothérapie et
qui sont responsables d’infections nosocomiales, pour cela, le profil de susceptibilité a un
panel de 11 antibiotiques, est porté dans I’annexe n°2.
La classification des souches bactériennes en catégories « Sensible, S », « Intermédiaire, | » et
« Résistante, R » est définie par le comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CASFM, 2014, 2018), ce qui permet de définir le phénotype des différentes

souches étudiées.
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Tableau n°13. Résultats de D’activité antibactérienne des antibiotiques exprimés par le

diameétre de la zone d’inhibition en mm.

Souches E. coli P. mirabilis  B. cereus P. S. aureus K. pneumonia
ATCC ATCC ATCC aeruginosa  ATCC ATCC
25922 35659 10876 ATCC 27853 6538 700 603
CN 24.33+0.57 16+1.00 21+1.00 16.33+0.57  24.33+1.15 18.66+0.57
S (R) (S) (R) ©) )
C 0 0 19.33+0.57 0 0 0
0)
E 0 0 0 0 0 0
SXT 31+1.00 11.66+0.57 21+1.00 0 34.33+0.57 10£1.00
2 S ) (S) S (R)
2 CAR 0 0 0 0 0 0
)
3]
S PB 16.66+0.57 16+1.00 12.33+0.57 1741.00 15+1.00 17+0.00
S ) ) (R) (S (R) (S
£ KZ 0 0 8.66+0.57 0 0 0
S, (R)
< N 20+1.00 20.33+0.57 26.33+0.57  15.33+0.57  22.66+0.57 14.33+1.15
©) ©) S (R) ©) (R)
PRL 0 0 0 25.66+0.57 0 0
(S
OX 0 0 0 0 0 0

DXT 16.66+0.57 16.66+0.57  12+1.00  11.66+0.57 17.33+0.57  11.66+0.57
(1) (1 (R) (R) (1) (R)

ATCC American Type Culture Collection. ATB : Antibiotique. Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le
diametre du disque de 6 mm) exprimées en moyenne de trois essais + écart type.

A partir des résultats de I'antibiogramme présentés dans le tableau n°13, nous constatons
que les souches bactériennes testées ont présenté des degrés de sensibilité différents vis-a-vis
les antibiotiques utilisés. En effet, toutes les bactéries ont montré une résistance aux
erythromycine, carbénicilline, oxacilline et céfazoline. Les diamétres des zones d’inhibitions
varient entre 8.66 et 34.33 mm (inclue le diametre de disque), la plus grande zone d’inhibition
a €eté enregistrée avec le triméthoprime-sulfaméthoxazole vis-a-vis la souche de référence S.
aureus ATCC 6538. De plus, nous remarquons une certaine résistance des Gram-négatifs aux
chloramphénicol et céfazoline pour les quatre souches de référence (E. coli ATCC 25922, P.
mirabilis ATCC 35659, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumonia ATCC 700 603) ainsi a la
pipéracilline pour les trois souches de référence (E. coli ATCC 25922, P. mirabilis ATCC
35659, K. pneumonia ATCC 700 603) et des Gram-positif (S. aureus ATCC 6538) a

chloramphénicol. Une étude faite par Ouguirti, (2022) a prouvé une certaine résistance des
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Gram-négatifs aux aminosides (néomycine, amikacine) pour les deux souches E. coli
(clinique et référenciée) et a I’acide nalidexique pour les deux souches de P. aeruginosa
(clinique et de reférence) et K. pneumoniae ATCC700603. En revanche, nos résultats
montrent une sensibilité de la souche de référence E. coli ATCC 25922 a la néomycine. De
méme Chebaibi et al. (2011, 2016) ont trouvé une résistance des Gram-négatif (E. coli, K.
pneumoniae, P. mirabilis et P. aeruginosa) aux béta-lactamines et aux aminosides
(amikacine, tobramycine) et des Gram-poitif (S. aureus) a I’erythromycine. Cependant, une
sensibilité intermédiaire est observée avec la polymyxine B et la doxycycline vis-a-vis
certaines souches. En effet, une forte sensibilité de certaines souches bactériennes a testées a

été enregistrée avec la gentamicine, triméthoprime-sulfamethoxazole et la néomycine.

3.2. Pouvoir antibactérien des huiles essentielles
3.2.1. Technique de diffusion en milieu gélosee (méthode de Vincent)

L’évaluation de ’activité antibactérienne des HEs de C. laurifolius et d’A. campestris
effectuée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé, nous a permis d’obtenir
les résultats mentionnés dans le tableau n°14. D’apreés ces résultats nous constatons que 1’HE
de ciste a exercé un pouvoir antibactérien tres important comparé a celui de celle de
I’armoise. D’ailleurs, les diamétres des zones d’inhibitions sont compris entre 18.33 = 0.57
mm et 24.33 + 0.57 mm pour 1’armoise et entre 17.66 + 0.57 mm et 30.66 + 0.57 mm pour le
ciste. Les diametres des zones d’inhibitions générés par les HEs étudiées sont tres variables
selon la souche testée. De méme, nous constatons que les souches bactériennes les plus
sensibles vis-a-vis les HEs testées sont E. coli ATCC 25922, P. mirabilis ATCC 35659 et B.
cereus ATCC 10876.

Tableau n°14. Résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d'A. campestris et

de C. laurifolius exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en mm.

Souches HE d'A. campestris HE de C. laurifolius
E. coli ATCC 25922 24.33+£ 0.57 20+1

P. mirabilis ATCC 35659 18.33 £0.57 17.66 £+ 0.57

B. cereus ATCC 10876 21+1 30.66 +0.57

P. aeruginosa ATCC 27853 0 0

S. aureus ATCC 6538 0 0

K. pneumonia ATCC 700 603  21.33 +1.15 0

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont exprimées en moyenne de
trois essais + écart type. ATCC : American Type Culture Collection.
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L'HE des feuilles seches d'A. campestris s'est avérée avoir un effet contre quatre
souches bactériennes testées, la plus grande zone d'inhibition a été obtenue contre E. coli
ATCC 25922 (24.33 mm) suivi de K. pneumonia ATCC 700603 (21.33 mm), puis B. cereus
ATCC 10876 avec une valeur de 21 mm et enfin contre P. mirabilis ATCC 35659 avec un
diamétre de 18.33 mm, celles-ci sont supérieures aux zones d’inhibitions obtenus avec la
polymyxine B, chloramphénicol et avec la doxycycline seuls. Cependant, I’effet de I’'HE est
inférieur a celui enregistré avec la gentamicine, triméthoprime-sulfamethoxazol et la
néomycine. En revanche, 'HE d’A. campestris est inactive contre P. aeruginosa ATCC
27853 et S. aureus ATCC 6538 (Tableau n°14). Dorman et Deans (2000) et Burt (2004) ont
trouvé que P. aeruginosa est connue pour sa trés forte résistance a I’action de la plupart des
huiles essentielles. Selon Bertella, (2019) les diamétres des zones d’inhibitions obtenus en
testant I'HE d’A. campestris sur S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae,
P. mirabilis sont respectivement de : 10.7 mm,15.7 mm,11.3 mm, 11.3 mm, 9.3 mm et < 8
mm. Ces résultats sont plus faibles par rapport aux nétres. El Abed et al., (2014) et Naili et
al., (2010) ont révélé des effets antibactériens de 1’extrait méthanolique des feuilles
d’A.campestris vis-a-vis des souches bactériennes tels que E. coli (17 et 10 mm), B. cereus
(25 mm), S. aureus (20 et 27 mm) et P. aeniginosa (9 mm). Alors que, notre huile essentielle

était active seulement contre les deux premiéeres bacteries.

Une autre étude réalisée par Khebri, (2011) a montré que les diametres des zones
d'inhibitions obtenus en testant ’HE d'A. campestris sur E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, P.
aeruginosa étaient inférieurs a 6 mm. Par comparaison, notre HE a prouvé une activité
importante contre les deux premiéres bactéries. D’aprés Akrout et al., (2010) I’HE des
feuilles d’A. campestris a exhibé une activité contre E. coli, K. pneumoniae et S. aureus et les
diametres d’inhibition obtenus sont réspictivement de 18 mm, 10 mm et 10 mm. En revanche,
les mémes auteurs ont rapporté Iinefficacité de I’HE de I’espéce contre P. aeruginosa. En
effet, ce qui est en accord avec nos résultats. Pour I’espéce de C. laurifolius, I’HE des feuilles
seches a prouvé un effet antibactérien contre trois souches bactériennes testées. En effet, la
plus grande zone d’inhibition a été obtenue contre B. cereus ATCC 10876 (30.66 mm), suivi
de E. coli ATCC 25922 (20 mm) puis P. mirabilis ATCC 35659 (17.66 mm), ces zones
d’inhibitions sont supérieures a celles obtenues avec la gentamicine, chloramphénicol,
polymyxine B, néomycine et la doxycycline seuls. Cependant, I’effet de I’'HE de C. laurifolius
est inférieur a celui enregistré avec triméthoprime-sulfamethoxazol. Par ailleurs, elle est

inactive contre P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 6538 et K. pneumonia
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ATCC700603 (tableau n°14). Des travaux antérieurs ont confirmé que les huiles essentielles
de Cistus possedent une activité antimicrobienne puissante contre plusieurs bactéries gram-
positives et gram-négatives (Demetzos et al.,1997 ; Bouamama et al., 1999 ; Greche et al.,
2009 ; Barrajon-Catalan et al., 2010 ; Rauwald et al., 2010 ; Zohra and Atik, 2011 ;
Tomas-Menor et al., 2013). De plus, Kintziou et al., (2001) ont constaté que I’huile
essentielle des feuilles de Cistus laurifolius posseéde une activité antimicrobienne importante
ce qui concorde avec nos résultats. Alors que les travaux portés par El Karkouri et al.,
(2021) ont montré que I’HE de Cistus ladanifer a donné un diamétre d’inhibition de 42 + 0.11
mm pour la souche E. coli ce qui est nettement supérieur au nétre. Une étude effectuée par
Guvenc et al., (2005) sur trois extraits (aqueux, methanolique et chloroformique) des feuilles
de Cistus laurifolius, a montré que ces extraits ont donné des diamétres d’inhibitions de 12
mm, 8 mm et 8 mm respectivement contre la souche S. aureus ATCC 29213 mais inactifs
contre E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853. Ces résultats sont differents aux
notres, I’huile essentielle de cette espéce s’est avérée active contre E. coli mais inactif contre

S. aureus.

De méme, Ustun et al., (2016), en travaillant sur ’extrait éthanolique des feuilles de
Cistus laurifolius, ils ont trouvé une activité contre E. coli ATCC 35218, P. mirabilis ATCC
7002, P. aeruginosa ATCC 10145, S. aureus ATCC 25923. Alors que, notre HE était active
seulement contre les deux premiéres bactéries. Plusieurs études in-vitro ont démontré que les
especes de Cistus possedent des propriétés antimicrobienne (Kalus et al., 2009 ; Akkol et
al.,2012). Diverses composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, pro-
anthocyanidines) et terpénes ont été isolés des espéeces de ciste et les propriétés thérapeutiques
sont généralement attribués a ces composants (Barrajon-Catalan et al.,, 2010 ; Tomas-
Menor et al., 2013). En effet, les huiles essentielles riches en composés phénoliques
possedent des activités antimicrobiennes treés élevées (Ultee et al., 2002). Fillippi et al.,
(2006) ont montré que le pouvoir antibactérien des huiles essentielles peut étre attribué a leurs

composants majeurs tels que les alcools terpéniques.

3.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), bactéricide (CMB)

L’évaluation des paramétres antibactériens (CMI et CMB) des HEs de C. laurifolius et
d’A. campestris a été effectuée seulement sur les souches ayant présenté une sensibilité par le
test d’aromatogramme. La CMI des HEs des deux plantes étudiées a été déterminée par la
technique de la micro-dilution. Il a été rapporté que si le rapport d’activit¢ CMB/CMI d’une

substance antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniére est qualifiée comme
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substance bactéricide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique
(Marmonier, 1990). Les tableaux n°15 et 16 représentent les résultats obtenus.

Tableau n° 15. Valeurs des paramétres antibactériens de 1’huile essentielle d’A. campestris

Souches HE d’Artemisia campestris

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) CMB/CMI Activité
E. coli ATCC 25922 15 30 2 Bactéricide
B. cereus ATCC 10876 30 60 2 Bactéricide
P. mirabilis ATCC 35659 60 60 1 Bactéricide
K. pneumonia  ATCC 60 120 2 Bactéricide
700 603

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide.

Nous constatant que I’HE d’A. campestris a exercé une activité importante contre quatre
souches bactériennes testées (tableau n°14). Selon les résultats du tableau n°15 les valeurs
obtenues de la CMI et CMB sont comprises entre 15-60 (mg/mL) et 30-120 (mg/mL)
respectivement. Une étude menée par Bertella, (2019) a montré que I’HE des feuilles d’A.
campestris était active contre Bacillus cereus tandis que les valeurs de la concentration
minimale inhibitrice et bactéricide ont atteint les 20 et 80 (mg/mL) respectivement. Par
comparaison, la valeur de la CMI (30 mg/mL) obtenue pour notre HE est supérieure, alors que
la CMB (60 mg/mL) est inférieure qu’a celle d’obtenue dans 1’étude précité. En effet, une
activité inhibitrice de I’HE d’Artemisia maritima, a été démontrée contre E. coli et B. subtilis,
alors que les valeurs de la CMI ont été, respectivement, de 1’ordre de 1.87 (mg/mL) et 3.75
(mg/mL) (Zaman et al., 2022). Selon Sbayou et al., (2014) une activité bactéricide de 1’huile
essentielle de I’armoise blanche vis-a-vis les souches testées étaient entre 1.25 a 10 (uL/mL) a

été trouvé. Cependant, ces résultats sont nettement supérieurs a celle de trouvé par les notres.

Tableau n° 16. Valeurs des parametres antibactériens de 1’huile essentielle de C. laurifolius

Souches HE de Cistus laurifolius

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL) CMB/CMI Activité

E. coli ATCC 25922 40.63 81.25 2 Bactéricide
B. cereus ATCC 10876 40.63 162.5 4 Bactéricide
P. mirabilis ATCC 35659 81.25 81.25 1 Bactéricide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice ; CMB : Concentration Minimale Bactéricide.
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L’HE de C. laurifolius a exercé une activité contre trois souches bactériennes testées
(tableau n°14). D’apres les résultats du tableau n°16, les valeurs obtenues de CMI et CMB
sont comprises entre 40.63-81.25 (mg/mL) et 81.25-162.5 (mg/mL) respectivement. Une
activité bactéricide de I’HE de Cistus ladanifer, a été demontrée contre E. coli (ElI Karkouri
et al., 2021). Ce qui est en accord avec nos résultats. Une étude menée par Osman et al.,
(2006), a prouvé que I’extrait chloroformique des feuilles de Cistus laurifolius était active
contre Helicobacter pylori, alors que la valeur de la concentration minimale inhibitrice est de
3.9 (mg/mL). Par ailleurs, une activité inhibitrice de 1’extrait éthanolique des feuilles de
Cistus laurifolius a été démontrée vis-a-vis les souches testées, les valeurs de CMI sont
comprises entre 32-64 (ug/mL) (Ustun et al., 2016). En revanche, les résultats trouvés dans
les études précités sont nettement supérieurs a ceux révélés vis-a-vis les souches bactériennes

testées dans notre travail.

Selon les résultats présentés dans les tableaux n°15 et 16, nous remarquons que les HEs
d’A. campestris et de C. laurifolius, sont bactéricides envers les souches bactériennes testées.
Nos huiles essentielles étudiées possedent des effets bactéricides vu le rapport de CMB/CMI.
Cette activité peut étre principalement due aux taux de monoterpenes oxygénés et
hydrocarbures sesquiterpéniques (Rahman et al.,2016), spécialement le pourcentage élevé du
camphor et du borneol. Goudjil et al., (2016) ont montré que ces composants sont capables
de détruire I’intégrité cellulaire en entrainant une altération de la perméabilité membranaire, la
membrane perd aussi sa structure et devient plus perméable aux ions, la Iésion de la
membrane cellulaire peut également permettre la dissipation du gradient pH et la diminution
du potentiel membranaire. Selon Burt, (2004) et Bhavaniramya et al., (2019) certaines
études ont exhibé que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles peut étre supéricure a
celle de leurs composés majoritaires testés séparément. En effet, cette dominance par rapport
a un seul composant majoritaire confirme bien I’effet de synergie que pourrait apporter les
constituants mineurs a l’activité des huiles essentielles (Lahlou, 2004 et Kordali et al.,
2005).

3.2.3. Effets synergiques des antibiotiques et des huiles essentielles

L'évaluation, de l'effet synergique des antibiotiques et des HEs d'A. campestris et de C.
laurifolius effectuée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé, nous a permis
d'obtenir les résultats résumés dans les tableaux n°17 et 18. Il a été rapporté que pour la

recherche d'agents antibactériens plus efficaces afin de traiter les infections, la thérapie
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combinée devient une stratégie importante car les interactions synergiques peuvent
potentiellement augmenter I'efficacité, reduire la toxicité, guérir plus rapidement et prévenir
I'émergence de la résistance (Olajuyigbe et Afolayan, 2012). D’apreés Ranjan et al., (2012)
I’effet est considéré comme synergique si les combinaisons présentent une élévation du
diamétre de la zone d’inhibition est de 5 mm. Des effets antibactériens variables sont obtenus
en associant les HEs des deux especes étudiées aux antibiotiques. Les diametres des zones

d’inhibitions enregistrées avec certaines souches sont supérieurs a celle de I’antibiotique seul.

Tableau n° 17. Effet synergique des antibiotiques et de I’huile essentielle d’A. campestris

Souches E. coli ATCC P.mirabilis B. cereus P. S. aureus K. pneumonia
25922 ATCC ATCC aeruginosa ATCC 6538 ATCC 700
35659 10876 ATCC 603
27853

CN 14.66 + 0.57 16 +1 0 20.33+0.57 14.33+0.57 13+0.00

C 24.33 +0.57 933+057 1566+057 16.33+057 O 21 +1.00

E 34.66 + 0.57 16.33+057 0 0 0 12.66 + 0.57

SXT 18#*1 0 16 +1 0 10.33+0.57 14 +0.00
- CAR 23.33+0.57 12.33+057 0 0 0 0
m
';: PB 18+ 0 17+1 1566 +1.15 21+1.00 15.33+0.57 14.33+0.57
Z KZ 20.66 +1.15 0 11+1 15+ 0.00 0 0
j N 9.33+0.57 0 11.33+ 057 9.33+0.57 1266 +057 0
%—} PRL 0 0 0 0 0 0
q:')’ OX 20+1 11.33+057 0 0 13.66 £+ 0.57 9.66 + 0.57
:,:>)~ DXT 20%0 1266 +0.57 13.66+0.57 10.33+057 O 15.33 £ 0.57

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) exprimées en moyenne de trois essais + écart
type. ATCC : American Type Culture Collection. HE A.c : Huile Essentielle d’ Artemisia campestris ; ATB : Antibiotique.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau n°17 nous remarquons que, la
combinaison de I’HE d'A. campestris avec les antibiotiques gentamicine et chloramphénicol a
montré un effet synergique contre cing bactéries testées, les diamétres des zones d’inhibitions
sont compris entre 9.33 et 24.33 mm. L'application d'érythromycine avec I'HE d'A. campestris
a conduit a un effet synergique contre trois bactéries testées: E. coli ATCC 25922, K.
pneumoniae ATCC 700603, P. mirabilis ATCC 35659, suivi par la doxycycline vis-a-vis cing
bactéries et la triméthoprime-sulfamethoxazol vis-a-vis quatre bactéries testées (tableau n°17).

Un effet synergique a été observé vis-a-vis toutes les souches bactériennes lorsque nous
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utilisons la polymyxine B avec I'HE d'A. campestris, les diamétres des zones d’inhibitions
sont compris entre 14.33 et 21 mm. La combinaison de I'HE d'A. campestris avec la
pipéracilline est inactive contre toutes les souches testées. L'association de I'HE d'A.
campestris avec ’antibiotique céfazoline a montré un effet synergique contre uniquement
trois bactéries. Enfin, la combinaison de cette huile avec l'antibiotique carbénicilline est
inactive contre quatre bactéries testées (tableau n°17). La combinaison de I’huile essentielle
de I’armoise blanche avec la néomycine a contribué a la potentialisation des diamétres des
zones d’inhibition, elle a exercé un effet synergique contre toutes les souches bactériennes
testées avec des diameétres compris entre 29 a 45 mm a l’exception de P. aeruginosa
(Ouguirti, 2022), ce qui est nettement supérieur au nbtre (9.33 et 12.66 mm). Une étude faite
par Bekka-Hadji et al., (2022) a monté que I’association de I’HE de I’armoise blanche avec
I’oxacilline ayant un effet synergique contre la souche de S. aureus et le diametre de la zone
d’inhibition est de 20.8 mm. Cette valeur est légérement supérieure au notre (13.66 mm). La
combinaison de la gentamicine avec chaque HE des quatre plantes tel que : Aniba rosaeodora,
Melaleuca alternifolia, Origanum vulgare et Pelargonium graveolens montre un effet
synergique important (Rosato et al., 2010). De plus, il a eté démontré que I'HE de Melaleuca
alternifolia posséde un effet synergique contre S. aureus lorsqu'elle est associée a la
tobramycine (Arrigo et al.,2011).

Tableau n° 18. Effet synergique des antibiotiques et de 1’huile essentielle de C. laurifolius.

Souches E. coli P. mirabilis B. cereus P. S. aureus K. pneumonia
ATCC ATCC ATCC aeruginosa ATCC 6538 ATCC
25922 35659 10876 ATCC 700 603
27853
CN 24.33+057 0 0 19.33+0.57 25.33+0.57 25+0.00
C 24 +£1.00 0 34+1.00 0 0 21.33 £0.57
?E E 30.33+057 0 0 0 0 0
< SXT O 0 21.33+1.15 0 0 16.33 £ 0.57
i_ CAR 0 0 38.33+057 9.33+x057 0 0
% PB 0 0 10 £ 1.00 16.33+£0.57 15.33+0.57 19.66+0.5
E KZ 3433+115 0 10.33+057 O 8.66+057 0
L N 18 +£1.00 0 28.66 +0.57 18.33+0.57 12.33+0.57 17+1.00
GE.’, PRL 21331057 0 0 2266057 0 0
2 OX 23.33+057 0 22.33+057 0 18.66 £ 0.57 18.33 +0.57
@ DXT 0 0 19.66 £0.57 0 0 13.33 £ 0.57

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) exprimées en moyenne de trois
essais * écart type. ATCC : American Type Culture Collection. HE C.I : Huile Essentielle de Cistus laurifolius ;
ATB : Antibiotique.
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D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau n°18 nous observons que, la
combinaison de I'HE de C. laurifolius avec les antibiotiques gentamicine, oxacilline et
polymyxine B a montré un effet synergique contre quatre souches bactériennes testées, les
diamétres des zones d’inhibitions sont variés entre 18.66 et 25.33 mm. L'application
d'érythromycine avec I'HE de C. laurifolius a conduit a un effet synergique vis-a-vis une seule
souche bactérienne (E. coli ATCC 25922), le diamétre est de 30.33 mm. Suivi par
doxycycline, triméthoprime-sulfamethoxazol, pipéracilline et carbénicilline contre deux
souches bactériennes (tableau n°18). Un effet synergique a été observé contre cing souches
bactériennes lorsque nous utilisons la néomycine avec I'HE de C. laurifolius, les diametres
des zones d’inhibitions sont variés entre 12.33 et 28.66 mm. L'association de 'HE avec
I’antibiotique céfazoline a montré un effet synergique contre trois bactéries, les diametres
d’inhibitions sont compris entre 8.66 et 34.33 mm. Enfin, la combinaison de I'HE avec
I'antibiotique chloramphénicol est douée contre trois souches bactériennes, les diameétres
d’inhibitions sont variés entre 21.33 et 34 mm (tableau n°18).

Les HEs de C. sylvatica, C. vardarensis et C. nepeta en association avec des
antibiotiques (gentamicine et ciprofloxacine) exercent un effet synergique. Les effets
combinés suggerent que les HEs des espéces étudiées pourraient étre utilisées comme
adjuvants potentiels des antibiotiques (Milenkovica et al., 2018). De plus, la combinaison de
I’HE de T. willdenowii avec la ticarcilline, I'imipénem, gentamicine et la tobramycine a
augmenté l'activité antimicrobienne des antibiotiques testés. Un effet synergique a également
été révelé contre certaines bactéries lorsque I'HE de C. coronarium est associée a quatre
antibiotiques testés (Moussaoui et al., 2016). Sikkema et al., (1995) ont montré que la
capacité¢ des huiles essentielles a renforcer I’effet antibactérien de 1’antibiotique peut étre
attribuée a des composants hydrophobes dans les HEs qui peuvent interagir avec les lipides
membranaires, ce qui perturbent sa structure et augmente sa permeabilité, de sorte que
I’antibiotique peut facilement traverser la barriere membranaire, en renfor¢ant son efficacité
antibactérienne. Pei et al., (2009) ont trouvé que l'augmentation de la taille des zones
d'inhibition résultant de l'association de I'huile essentielle et de I'antibiotique indiquent
I'amélioration du potentiel bactéricide de I’HE et de l'antibiotique en tant qu'agent
antibactérien combiné ; ces variations ont été jugées comme étant due aux différents
mécanismes d’action. La combinaison de I'HE des plantes médicinales et des antibiotiques
standards a un effet potentiel pour développer de nouveaux agents antimicrobiens, un
traitement et une réduction de la résistance aux médicaments qui permettront de trouver le

traitement de plusieurs maladies causées par des micro-organismes (Moussaoui et al., 2016).
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En conséquence, il est possible que les composés mineurs augmentent le pouvoir antibactérien
en jouant un éventuel réle de synergie (Rahman et al., 2016). La sensibilité d’Escherchia
coli et Staphylococcus aureus et la résistance de Pseudomonas aerogunosa vers les huiles
essentielles ont été montrées par (Bouhdid et al., 2008). Harnandez et al., (2005) ; Bouhdid
et al., (2008) ont indiqué que la majorité des huiles essentielles testés pour leurs propriétés
antibactériennes ont montré un effet plus prononcé contre les bactéries Gram positif (+). La
cause est attribuée aux différences structurales entre les parois cellulaires. Nikaido & Vaara
(1985) ; Trombetta et al., (2005) ont démontré que les bactéries Gram négatifs possédent une
membrane externe composée de chaines de lipopolysaccharides. Tandis que, cette couche
forme une barriere de perméabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composés
hydrophobes tels que ceux présents dans les HEs. En effet, la résistance des bactéries Gram
négatifs aux huiles essentielles a été attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut
bloguer la pénétration de composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Wan et
al.,1998). Quelques travaux ne révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis
des Gram positifs ni des Gram négatifs (Guesmi & Boudabous, 2006).

L’activit¢ biologique d’une HE est liée a sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des composes majoritaires et les effets synergiques entre ces derniers et les
composes mineurs (Oussalah et al., 2006). Burt (2004) ; Boruga et al., (2014) ont démontré
que des constituants minoritaires dans les huiles essentielles également pourraient avoir une
part de contribution a I’activité antimicrobienne par synergie avec les composés majeurs. De
méme Cowan, (1999) a montré que la méthode d’évaluation de I’activité antibactérienne,
I’effet de la matrice biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la
dose ajoutée et le type des micro-organismes ciblés sont des facteurs qui peuvent largement
influencer I’activité antibactérienne. Ce qui pourrait expliquer la variation entre méme espece
de différente région du monde. Cependant, I’effet antibactérien des huiles essentielles étudiés
dans notre travail peut étre attribuée a sa richesse en composés principaux tels que ; camphor,
1.8-cineole (A. campestris) et borneol, y-terpinene (C. laurifolius). D’aprés Bhavaniramya et
al., (2019), ’effet antibactérien des huiles essentielles peut étre supérieure a celle de leurs
composeés majoritaires testés separément. Inouye et al., (2001) ont montré que le carvacrol
peut déstabiliser la membrane cytoplasmique et agit comme un échangeur de protons
réduisant ainsi le gradient de pH a travers la membrane cytoplasmique. En effet, les pinenes
peuvent détruire 1’intégrité cellulaire en inhibant la respiration et les processus de transport
ionique (Uribe et al.,1985).
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4. Etude de P’activité antioxydante des huiles essentielles

Prior et al., (2005) ont indiqué que jusqu’a présent il n’y a pas une technique
universelle par laquelle Tactivit¢é antioxydante est évaluée qualitativement et
quantitativement. Dans notre étude nous avons utilisé trois méthodes complémentaires pour

étudier I’activité antioxydante des huiles essentielles de nos plantes.

4.1. Test de DPPH

La détermination de la capacité des huiles essentielles de C. laurifoluis et
d’A.campestris a piéger le radical libre DPPH a éte réalisée par la mesure de son absorbance
en présence de ces dernieres a différentes concentrations. Les figures n°® 21, 22 et 23 et le

tableau n°19 représentent les résultats obtenus.
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Figure n° 21. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de ’huile essentielle de C. laurifolius.

La figure n°21 montre une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) du radical
libore DPPH en fonction des concentrations de I’'HE de C. laurifolius, a la plus faible
concentration (0.2 mg/mL) I’huile essentielle de ciste a présenté un Pl de 29.40 % tandis qu’a
la plus grande concentration (100 mg/mL), le PI a atteint 59.09 %.

La figure n°22 indique qu’il ya une proportionnalité entre les pourcentages d’inhibition
(PI) du radical libre DPPH et les concentrations de I'HE d’A. campestris. Pour la
concentration la plus faible (0.2 mg/mL) I’HE de I’armoise a présenté un Pl de 38.96 %,
tandis qu’a la plus grande concentration (100 mg/mL) le PI a atteint 68.70 %. Ceci montre

que ’espéce d’A. campestris posséde un potentiel antioxydant important par rapport a
I’espece de C. laurifolius.
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Figure n° 22. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’huile essentielle d’A. campestris.
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Figure n° 23. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’acide ascorbique

La capacité antiradicalaire de 1’acide ascorbique a été évaluée afin de la comparer a
celles des HEs des espéces etudiées. D’apres les résultats illustrés dans la figure n°23 nous
constatons que la réduction du DPPH a été beaucoup plus importante pour I’acide ascorbique
que celles des HEs d’4. campestris et de C. laurifolius. En effet, le Pl a atteint les 50 % a
partir de la concentration 0.2 mg/mL. Par conséquent, a partir de cette concentration une
augmentation extrémement intense a été observée. De plus, la concentration 0.8 mg/mL a
révélé un Pl de 89.88 %. La variation du Pl a commencé a plus ou moins se stabiliser a partir
de 0.8 mg/mL, aboutissant a une réduction de 90.07 % pour la grande concentration (1
mg/mL). En conséquence, I’antioxydant de référence a provoqué une réduction presque totale

du DPPH en sa forme non radicalaire DPPH-H.
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Tableau n °19. Valeurs de la concentration efficace 50 (CEso) des huiles essentielles étudiées
et de I’acide ascorbique obtenues par le test de DPPH.

Huile essentielle Cistus laurifolius Artemisia campestis  Acide ascorbique

CEso (mg/mL) 74.76 + 0.03 44.38 +0.025 0.27 + 0.0001

Dung et al., (2008) ont montré que la CEso exprime la quantité d’antioxydant requise
pour réduire 50 % du radical libre. Donc elle est inversement proportionnelle a la capacité
antioxydante d’un composé. Par conséquent, plus la valeur de CEsg est basse, plus I’activité
antioxydante est grande. Leur évaluation permet de déterminer et de comparer I’efficacité de
nos échantillons. Nous constatons d’aprés les résultats du tableau n°19 que pour les HEs, la
plus faible valeur de CEsp est celle de ’armoise (44.38 mg/mL). En revanche, la plus grande
valeur a été obtenue par I’HE de ciste (74.76 mg/mL). En effet, ’activité antioxydante de
I’HE de C. laurifolius s’est avérée faible par rapport a celle de I’A. campestris et celle de

’acide ascorbique reste la plus importante puisque sa CEspa été la plus basse (0.27 mg/mL).

4.2. Test de FRAP

La détermination de I’aptitude des HEs des deux plantes a réduire le fer ferrique (Fe")
en fer ferreux (Fe?*) a permis d’obtenir les résultats illustrés dans les figures n°24, 25, 26 et le
tableau n°20. D’aprés les résultats obtenus nous constatant que le pouvoir réducteur, exprimeé
en absorbance a 700 nm, est proportionnel a 1’augmentation des concentrations de chacune
des solutions testées. L’HE de I’armoise a présenté une plus forte activité que celle de ciste.
Ceci est reflété par I’obtention des densités optiques (DO) élevées a des concentrations trés
faibles. A la concentration 10 mg/mL la DO maximale a été de 2.29 pour I’'HE d’A.
campestris (figure n°24). De méme, pour I’HE de C. laurifolius, a la concentration 10 mg/mL
la DO maximale est de 1.97 (figure n° 25). A partir des résultats illustrés dans la figure n°26
nous remarquons que la réduction du fer par 1’acide ascorbique a été plus importante que

celle des HEs (la plus grande absorbance notée est de 2.43 a la concentration 1.2 mg/mL).
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Figure n° 24. Pouvoir réducteur de I’huile essentielle d ’Artemisia campestris.
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Figure n° 25. Pouvoir réducteur de I’huile essentielle de Cistus laurifolius.

3.000
2.500

2.000 /
1.500 /

1.000 /

0.500 /
—

0 0.5 1 1.5
Concentrations (mg/mL)

Absorbance a 700 nm

Figure n°26. Pouvoir réducteur de I’antioxydant de référence (I’acide ascorbique).
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L’¢évaluation de I’efficacité des huiles essentielles est déterminée a partir de la CEso.
Nous monterons d’apres le tableau n°20, que I’HE d’A. campestris présente la valeur la plus
faible en CEsg (1.60 mg/mL). Bien que cette valeur refléte la capacité d’HE a réduire le fer
ferrique en fer ferreux correspondant a une absorbance de 0.5. En effet, cette concentration
reste tres élevée par rapport a celle de I’acide ascorbique (0.44 mg/mL). Par contre, pour ’'HE
de C. laurifolius la CEsg est de 2.04 (mg/mL).

Tableau n° 20. Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles étudiées et de
’acide ascorbique obtenues par le test de FRAP.

Huile essentielle Cistus laurifolius Artemisia campestis  Acide ascorbique

CEso (mg/mL) 2.04+0.2 1.60+0.3 0.44 +0.01

L’étude de ’activité antioxydante des HEs nécessite au moins 1’utilisation de deux tests
différents. En conséquence, a cause de la complexité des processus d’oxydation-réduction et
des différences entre les systémes d’essai étudiés, un seul test ne reflétera donc pas tous les
résultats de I’activité antioxydante (Schlesier et al., 2002 ; Prior et al., 2005 ; Li et al.,
2009). D’apres les résultats obtenus nous montrons que I’HE d’A. campestris possede un
pouvoir antioxydant important comparé a celui de HE de C. laurifolius alors qu’il est
nettement inférieur a celui de I’acide ascorbique. Par conséquent, nos résultats sont similaires
avec ceux précedemment rapporté par Bakchiche et Gherib, (2014). Une étude faite par
Touil et al., (2017) a montré que I’HE d’A. campestris possede une activité antioxydante plus
importante a celle hexibé par notre huile essentielle (CEso déterminée est de 21.33 + 1.44
mg/mL par le test de DPPH). D’autre travaux effectués par Aniya et al., (2000) et Djeridane
et al., (2006) sur ’espece d’A. campestris ont prouvé un grand effet antioxydant.

Nos résultats obtenus par le test de DPPH montrent que I’HE d’A. campestris est plus
active a celle trouvé par Bertella, (2019) (CEso = 53.44 mg/mL) ou encore, celle révélé par
Akrout et al., (2011) (CEso= 94.5 mg/mL). Cependant, elle est moins importante que celle
obtenue par 1I’étude de Aloui et al., (2016). Une autre étude menée par Noui et al., (2021) a
trouvé que I’HE d’A. campestris posséde une forte activité antioxydante (CEso notée a 2713 +
293 pg/mL par le test de DPPH). Alors que ces résultats sont nettement supérieurs par rapport
aux notre. En effet, ’activité antioxydante des huiles essentielles d’Artemisia joue un role
primordial dans la protection contre les maladies oxydatives (Singh et al.,2010). De
nombreux travaux antérieurs réalisés par Amensour et al., (2010) ; Barrajon-Catalan et al.,

(2010) ; Guimaraes et al., (2010) et Zidane et al., (2013) ont rapporté que non seulement les
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HEs, mais aussi tous les produits dérives du Cistus (extraits aqueux, alcooliques et
hydroalcooliques) possédent une activité antioxydante importante. Une étude menée par Yigit
et al., (2021) a révelé que I’huile essentielle de Cistus laurifolius possede un tres bon effet
antioxydant (CEso trouvées sont respectivement 5.55 + 1.42 pg/mL et 4.27 + 0.17 pg/mL par
le test de DPPH et de FRAP), par comparaison les résultats obtenus par le test de DPPH et du
FRAP dans notre cas sont nettement inférieurs.

Esra et al., (2012) ont prouvé que I’extrait éthanolique des feuilles de Cistus laurifolius
a révélé une activité antioxydante importante et les pourcentages d’inhibitions obtenus, pour
les concentrations 500,1000 et 2000 pg/mL sont respectivement de 14.34, 22.23 et 28.92 %.
Tandis que, ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par les notres. De plus, des résultats
similaires trouvés par Kupeli et Yesilada (2006) et Sadhu et al., (2006) ont révélé que
I'extrait éthanolique des feuilles de Cistus laurifolius avait un meilleur effet antioxydant. Une
autre étude effectuée par Amensour et al., (2010) a montré que les extraits éthanoliques et
méthanoliques des feuilles de Cistus ladaniferus provenant du Maroc (testée par plusieurs

méthodes, y compris : test de DPPH, FRAP, ABTS) possedent un fort potentiel antioxydant.

4.3. Test du blanchissement du p—caroténe

Selon Kartal et al., (2007) I’aptitude des HESs a inhiber la peroxydation des lipides a été
évaluée par la technique de decoloration du [-carotene, cette derniere est
habituellement employée pour estimer [Dactivité antioxydante des substances dans
les émulsions, accompagnée de l'oxydation. Les résultats obtenus montrent que le standard
test¢ (BHT) inhibe I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du [-caroténe a une
concentration de 200 (ug/mL) avec un pourcentage d’inhibition de 80.48 %, par rapport aux
HEs testées. Ces résultats sont légérement proches a celui trouvé par Metoui et al., (2017) en
testant I’acide ascorbique (86.65 %). De plus, le pourcentage de I’activité antioxydante
relative de I’HE d’A. campestris est de 54.04 + 0.04%, il est supérieur a ceux trouvés avec
I’HE de C. laurifolius, qui a montré un pourcentage de 37.61 £ 0.005 %, pour la concentration
200 (pg/mL). Metoui et al., (2017) ont testé I’activité antioxydante de I’'HE d’A. campestris
par la méthode de blanchissement de f—carotéene, ils ont trouvé une valeur de 82.2 %. Alors
que ces résultats étaient supérieurs aux nétres. Une autre étude réalisée par Noui et al., (2021)
a montré que 'HE d’A. campestris prouve un bon effet antioxydant par le test de f-caroténe.
Selon Ferreira et al., (2006) le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a
celle du B-caroténe, parait trés utile comme un modele de la peroxydation des lipides dans les

membranes biologiques.
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Figure n°27. Pourcentage de I’activité antioxydante relative des huiles essentielles et BHT.

Safaei-Ghomi et al., (2009) ont rapporté que le pouvoir antioxydant des HES ne peut
pas étre attribué uniquement aux composants majoritaires mais aussi aux composants
minoritaires par effet synergique. Par conséquent, les composés majeurs testés séparement
donnent des résultats inférieurs comparés a I’activité antioxydante de la totalité d’une HE. En
effet, les composés antioxydants fonctionnent synergiquement les uns avec les autres pour
produire un large spectre d’activité et génerent un systeme de défense efficace contre les
radicaux libres (Lu et Foo, 2001). Ce type d’activité des HEs dépend de leur composition
chimique et plus précisément de la concentration et de la structure des molécules dotées de
propriétés antioxydantes (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996 ; Ciz et al., 2010). De méme le
type de substrat, la température, la lumicre, 1’état physique du systéme et des
microcomposants agissant comme pro-oxydants ou synergistes (Kamal-Eldin & Appelgvist,
1996). Egalement, la méthode utilisée est un facteur qui peut influencer fortement cette
activité (Miguel et al., 2007). Des travaux antérieurs réalisés sur Salvia eremophila et
Psammogeton canescens, ont démontré qu’il y avait une étroite corrélation entre I’absence des
composeés phénoliques et la faible activité antioxydante des HEs (Ebrahimabadi et al., 2010
et Gholivand et al., 2010).

La CEso est inversement liée a la capacité antioxydante des HEs, car elle exprime la
quantité d’antioxydante requise pour diminuer la concentration du radical libre & 50 %. Plus la
valeur de CEsp est basse, plus ’activité antioxydante est importante (Laib et Barkat, 2011).
Selmi et al., (2016) ont montré que la capacité des HEs a piéger le radical DPPH peut étre
due au fort pourcentage des composés oxygénés tels que le camphre, 1.8 cineole et autres qui
sont connus par leur activité antioxydante. La comparaison des résultats reste non fiable a

raison des différents parametres adoptés lors de I’analyse et les protocoles modifiés qui
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utilisent différentes concentrations de DPPH, différents solvants (méthanol, éthanol...) et
aussi différents temps de réaction (15, 30 et 60 min) (Boukhalkhal et al., 2018). Il a été
rapporté que la différence de I’activité de I’HE, d’une méthode a I’autre, peut étre due aux
différents mécanismes, tels que la prévention de I’initiation, décomposition du peroxyde,
prévention de l'abstraction continue de I'hydrogéne, piégeage des radicaux libres, capacité de
réduction et liaison de catalyseurs. Il est important d'utiliser plusieurs méthodes d'analyse et
différents substrats pour évaluer l'efficacité des antioxydants (Boukhalkhal et al.,2018). Les
activités antioxydantes des extraits des plantes ont été rapportés par un nombre considérable
de chercheurs (Zengin et al., 2016 ; Barak et al.,2019 ; Inan et al., 2020 et Lee et al.,
2020).

5. Etude in-vivo
5.1. Toxicité Aigue

L'évaluation de la toxicité aigué des huiles essentielles d’A. campestris et de C.
laurifolius a été realisée par administration orale chez des souris Swiss albinos fournies par
I'Institut Pasteur Algérie. D'apres les résultats obtenus aprés 24 heures, nous observons que,
pour les HEs d’A. campestris et C. laurifolius, I'administration orale des différentes doses
utilisées n'a pas modifié le comportement des souris testés, ainsi aucun changement des
réponses autonomes n'a été observée, de méme aucune mortalité n’a été signalée. Mais,
lorsque les souris ont été traitées avec la dose de 5000 mg/kg (pour les deux huiles
essentielles), une respiration trés rapide (manifestation d’une tachypnée) et une asthénie
pendant les premieres heures apres traitement a été observée. Latoxicité orale aigue effectuée
dans notre travail est basée sur la méthode par classe de toxicité aigue decrite par la ligne
directrice OECD code-423(OECD, 2001a). Cette derniére est un processus séquentiel qui est
validé in-vivo a I’échelle internationale (Schlede et al.,1995). Cette méthode n’utilise que
trois animaux d’un seul sexe par étape afin de réduire la variabilité et de minimiser le nombre
d’animaux utilisés (OECD, 2001b). Dans notre cas ce sont les femelles qui ont éte testées.

D’aprés Lipnick et al., (1995) les relevés de la littérature sur les tests DLsg classiques
ont montré qu’il y a peu de différence dans la sensibilité¢ entre les sexes. Les deux huiles
essentielles étudiés sont inclassables (DLso > 5000 mg/Kg). Dib et al., (2017) ont publié que
la dose 2 g/kg de I'HE d'A. campestris utilisée pour 1’étude de la toxicité orale aigue est
révélée non toxique ce qui supporte nos résultats. Sefi et al., (2010) ont trouvé que plusieurs
études supplémentaires sur A. campestris indiquant que l'administration intrapéritonéale de

I'extrait aqueux a des souris présente une toxicité avec une DLso = 2.5 (g/kg) de poids
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corporel. Une autre étude effectuée par Judzentiene, (2010) sur HE d’A. campestris, a montré
des résultats similaires au notre. Sebai et al., (2014) ont mentionné qu’aucun signe de toxicité
n’a été détecté lors de ’administration de ’extrait d’A. campestris a une dose de 3.2 g/Kg ce
qui confirme la sureté de cette espece. 1l faut signaler qu’il existe trés peu de données dans la
littérature concernant la toxicité de 1’huile essentielle de Cistus laurifolius. Esra et al., (2007)
ont rapporté qu’il n’y a pas de preuve de toxicité aiglie de 1’extrait aqueux et éthanolique des

feuilles de Cistus laurifolius chez les souris Swiss albinos, ce qui confirme nos résultats.

5.2. Activité anti-inflammatoire

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire de 'HE d'A. campestris a été réalisée par le
test d'eedéme plantaire induit par injection de carraghénane chez les souris Swiss albinos. Les
résultats de I'évaluation de l'effet anti-inflammatoire de I'cedéme de la patte induit par le
carragenine chez la souris sont illustrés dans le tableau n°21 et la figure n°28.
Tableau n°21. Effet anti-inflammatoire de I'HE d'A. campestris sur I'eedéme de la patte induit

par le carraghénane chez la souris Swiss albinos.

Diametre de la patte en millimétre (mm)

Heure Controle Standard Huile essentielle d’ Artemisia campestris

/ (10 mL/Kg) (10 mg/Kg) C1(100 mg/Kg) C2(200 mg/Kg) C3 (400 mg/Kg)
OH 2.15+0.05  2.03+0.05 1.98+0.09 1.86+0.05 1.95+0.05

1H 2.93+0.1 2.75+0.05  2.75+0.05 2.61+0.04 2.68+0.07

2 H 3.26+0.08  2.95+0.05  3.01+0.09 2.88+0.04 2.91+0.07

3H 3.43+0.08  2.68+0.09  3.11+0.04 3.01+0.07 3.05+0.05

4H 3.53+0.08  2.56+0.05  3.15+0.05 3+0.08 3.01+0.07

5H 3.31+0.07  2.33+0.08  2.91+0.07 2.75+0.05 2.70+0.06

6 H 3.21+0.07  2.2+0.08 2.75%0.08 2.50+0.08 2.41+0.07

Valeurs exprimées en Moyenne + (n = 6) ; Contréle : véhicule (Tween 80 a 1%) ; Standard : Diclofénac

D’apres le tableau n°21 nous remarquons, en fonction des heures, une augmentation
progressive du volume de I’edeme plantaire suite a I’injection de 1’agent phlogogéne,
atteignant a 4 heures son seuil maximal dans le groupe témoin (3.53 mm). L’HE d'A.
campestris utilisée a différentes doses pour le traitement des souris a montré une diminution
de l'cedéme a partir de quatre heures par rapport au témoin et pour le diclofénac, le méme
phénomene a été remarqué mais a partir de trois heures par rapport au témoin. En effet,
I'activité anti-inflammatoire est attribuée aux composants principaux de I'HE d'A. campestris
(camphor et le 1.8-cinéole). De méme, il existe des constituants mineurs tels que : y-terpinéne

et a-cubebene pouvant contribuer a l'activité anti-inflammatoire. D’une part, 'HE d’A.
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campestris a montré un pourcentage d'inhibition de 27.36, 39.62 et 56.60 % pour les doses
100, 200 et 400 mg/kg de poids corporel respectivement aprés 6 heures, d'autre part ; ces

pourcentages étaient inférieurs a ceux qui ont été observés avec le diclofénac (83.96 %).
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Figure n°28. Le pourcentage d'inhibition de 1'cedéme de la patte par le diclofénac et I'HE d'A.
campestris pendant 6 heures apres injection de carraghénane. (C : Concentration mg/Kg)
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Figure n°29 : Effet de I’HE d'A. campestris sur 1I’cedéme plantaire 6 heures aprés injection de
la carragénine chez la souris (a, b, ¢, d, e voir annexe 07).

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire de I’'HE de C. laurifolius a été réalisée par le test
d'eedéme plantaire induit par injection de carraghénane chez la souris. Les résultats de
I'évaluation de l'effet anti-inflammatoire de I'eedéme de la patte induit par le carraghénane
chez la souris, sont illustrés dans le tableau n°22 et la figure n°30. Selon le tableau n°22 nous
remarquons, en fonction des heures, une augmentation progressive du volume de I’cedéme
plantaire suite a I’injection de I’agent phlogogéne, atteignant a 4 heures son seuil maximal

dans le groupe témoin (3.53 mm).
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Tableau n°22. Effet anti-inflammatoire de I'HE de C. laurifolius sur l'eedéme de la patte

induit par le carraghénane chez la souris Swiss albinos.

Diamétre de la patte en millimetre (mm)

Heure Contrdle Standard Huile essentielle de Cistus laurifolius

/ (10 mL/Kg) | (10 mg/Kg) | C1(100 mg/Kg) | C2 (200) mg/Kg | C3(400) mg/Kg
OH 2.15+0.05 2.03+0.05 1.98+0.07 2.00£0.08 1.96+0.08
1H 2.9340.1 2.75%0.05 2.75%0.05 2.76+0.12 2.71+0.07
2H 3.26+0.08 2.95+0.05 3.03+0.05 3.03+0.08 2.96+0.08
3H 3.43+0.08 2.68+0.09 3.1540.1 3.13 £0.05 3.08+0.07
4H 3.53+0.08 2.56+0.05 3.13+0.01 3.124+0.07 3.06+0.05
5H 3.31+0.07 2.33+0.08 2.93+0.05 2.9240.07 2.75%0.05
6H 3.21+0.07 2.2+0.08 2.80+0.08 2.68+0.07 2.56+0.08

Valeurs exprimées en Moyenne + (n = 6) ; Contrdle : véhicule (Tween 80 a 1%) ; Standard : Diclofénac

L’HE de C. laurifolius utilisée a différentes doses pour le traitement des souris a révéle une
diminution de l'cedéme a partir de quatre heures par rapport au témoin et pour le diclofénac le
méme phénomeéne a été remarqué mais a partir de trois heures par rapport au témoin. En effet,
I'activité anti-inflammatoire est attribuée aux composants principaux de I'HE de C. laurifolius
(borneol et y-térpinene). Il existe des constituants mineurs tels que : delta-cadenne et camphor
pouvant contribuer a l'activité anti-inflammatoire. D’une part, I’'HE de C. laurifolius a montré
un pourcentage d'inhibition de 22.6, 35.85 et 43.40 % pour les doses 100, 200 et 400 mg/kg
de poids corporel respectivement aprés 6 heures, d'autre part ; ces pourcentages étaient

inférieurs a ceux qui ont été observes avec le diclofénac standard 83.96%.
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Figure n° 30. Le pourcentage d'inhibition (%) de I'eedéme de la patte par le diclofénac et I'HE
de C. laurifolius pendant 6 heures apreés injection de carraghénane. C : Concentration (mg/Kg).
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Figure n° 31 : Effet de I’huile essentielle de C. laurifolius sur ’aeedéme plantaire 6 heures apres
injection de la carragénine chez la souris (a, b, ¢, d, e voir annexe 07).

Reanmongkol et al., (2009) ont montré que l'cedéme induit par injection de
carraghénane est un modéle largement utilisé pour évaluer l'activité anti-inflammatoire. En
effet, I'injection de carraghénane provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui
sont responsables du processus inflammatoire. De plus, ce phénomeéne est caractérisé par une
réponse biphasique : la phase initiale (1-2 h) dépend de la libération de médiateurs chimiques
tels que la sérotonine, la bradykinine et I'histamine. La phase tardive (3-6 h) est soutenue par
la libération des prostaglandines, des leucotrienes, des lysozymes, des protéases et d'oxyde
nitrique (NO) (DiRosa et al., 1971 ; Olajide et al., 1999 ; Posadas et al., 2004). D’aprés
Havsteen, (2002) les eicosanoides (leucotriénes et prostanoides) induisent la biosynthese
d’¢lastase, collagénase et d’autres composeés.

Ces enzymes décomposent les protéines structurales en peptides provoquant une
vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire et de la pression
hydrostatique. Cela entraine, par conséquent, la formation d’un cedéme et la migration des
neutrophiles vers les tissus endommagés. Ces derniers produisent des radicaux libres dérivés
de ’oxygene tels que 1’anion superoxyde (O2°-), le radical hydroxyle (OH") et le peroxyde
d’hydrogéne (H202) qui contribuent & la réponse inflammatoire en causant des dommages
cellulaires (Posadas et al., 2004 ; Kumar et Kuttan, 2009). Les ROS (especes réactives de
l'oxygene) sont impliquées dans la physiopathologie des maladies inflammatoires (cancer,
diabete, athérosclérose, arthrite et maladies infectieuses). De plus, ils induisent la libération de
cytokines (TNF-a, IL-1p et IL-6) et l'activation d'enzymes pro-inflammatoires (cyclo-
oxygeénases, lipoxygénase et monoxyde d'azote synthase) impliquées dans le processus
inflammatoire (Gupta et al., 2005). Tanas et al., (2010) ont montré que la lipoxygénase
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catalyse la biosynthése des leucotriénes qui sont des médiateurs pro-inflammatoires. En méme
temps, les ROS oxydent les lipides insaturés de la membrane cellulaire conduisant a la
formation de peroxydes lipidiques cytotoxiques impliqués dans le processus inflammatoire.
Par conséquent, l'activation de la lipoxygénase et la formation de peroxydes lipidiques sont
provoquées par l'injection de carraghénane. D’aprés Nussler et Billiar, (1993) ; Nantel et al.,
(1999) les cyclooxygénases-2 (COX-2), enzymes inductibles par les cytokines (facteur de
necrose tumorale alpha « TNFa » et interleukines IL-6 et IL-1P) sont présentes dans les
cellules inflammatoires activées et jouent un rdle crucial dans I’inflammation en libérant le
médiateur prostanoide (prostaglandines et thromboxane). Il a été constaté que 1’inductible
oxyde nitrique synthase (iNOS) génére de 1’oxyde nitrique (NO) est considéré comme ayant
un role central dans les réponses inflammatoires (Fialkow et al., 2007). En effet, il est
reconnu que ’expression du iNOS et des COX-2 est maximale au cours de la deuxiéme phase
(3-6 heures) de I’;edéme plantaire (Loram et al.,2007 ; Eddouks et al., 2012). Alors que
cette phase est sensible a la majorité des medicaments anti-inflammatoires cliniqguement
efficaces (Vinegar et al.,1969). Par conséquent, I’inhibition de la production du NO et des
prostaglandines par suppression de 1’expression du iNOS et des COX-2 était bénéfique dans
le traitement des maladies inflammatoires (Sawatzky et al.,2005).

A travers nos résultats, nous avons constaté que les HEs testées a différentes doses et
plus particulierement celle de I’A. campestris, possédaient un effet anti-inflammatoire
considérable, ce qui leur a permis, d’inhiber I’inflammation comparé au groupe témoin
(tableaux n°22 et 23) ceci a partir de 4 heures. Medila et al., (2017) ont demonté que l'extrait
éthanolique des feuilles d'A. campestris a diminué l'cedéme a partir de la deuxiéme heure
aprés administration de I'extrait par rapport au groupe témoin, les pourcentages d'inhibitions
étaient de 34.61 et 67.15 % pour les doses de 150 et 300 mg/kg. Par comparaison, ces
résultats restent légerement proches a celles trouvé par notre I’HE. En outre, I’activité était
importante a la dose de 300 mg/kg, par rapport a l'activité produite par I’anti-inflammatoire
standard (acide acétylsalicylique). Cependant, nos résultats montrent que I’activité de
diclofénac était puissante (83.96%) a celle trouvé par I’HE d’A. campetris pour la plus grande
dose (400 mg/Kg). Une étude effectuée par Ghlissi et al., (2016) a révélé que l'extrait aqueux
des feuilles d'A. campestris administré par voie intrapéritonéale montre un effet anti-
inflammatoire dans I'eedéme de la patte induit par le carraghénane chez le rat. Ces résultats
sont en accord aux notres. Des résultats similaires trouvés par Boudjouref et al., (2019) ont
prouvé que les extraits des feuilles d'A. campestris testant in-vivo exercent une activité anti-

inflammatoire trés puissante.
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Par conséquent, l'effet anti-inflammatoire pourrait étre di en partie a la présence des
composés phénoliques et des flavonoides dans les extraits (Ghlissi et al., 2016). Selon
Boudjouref et al., (2019) trés peu de travaux ont été réalisés sur I'étude des propriétes anti-
inflammatoires d’A. campestris. En effet, les extraits éthanoliques des feuilles d'A. campestris
possedent un degré variable dactivité anti-inflammatoire. Alors que cet effet pourrait
s'expliquer par l'inhibition de la synthése de substances pro-inflammatoires (Medila et al.,
2017). Une étude menée par Esra et al., (2007) sur I’extrait éthanolique des feuilles de Cistus
laurifolius a révélé une activité anti-inflammatoire importante pour les doses de 250 et 500
(mg/kg) chez des souris Swiss albinos. Ces résultats sont en accord a ceux trouvés par notre
HE a la dose de 400 mg/kg. Cependant, ’extrait aqueux n'a montré aucun effet contre
I'eedéme de la patte induit par la carraghénane chez la souris (Esra et al., 2007). De plus, une
activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles de Cistus laurifolius a été
constaté par Yesilada et al., (1997b) et Kupeli et Yesilada, (2007), ce qui confirme nos
résultats. Les feuilles de Cistus laurifolius ont été utilisees traditionnellement en Turquie pour
le traitement des troubles inflammatoires, notamment les douleurs rhumatismales, la fiévre
¢levée, I'inflammation urinaire et I'ulcére gastroduodénal. Cette plante serait egalement utile
pour le traitement du cancer (Kumar Sadhu et al.,2006). Des travaux antérieurs réalisées par
Barrajon-Catalan et al., (2010) et Tomas-Menor et al., (2013) ont prouvé que diverses
composes phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, pro-anthocyanidines) et terpénes
isolés a partir des especes de Cistus ont des propriétés thérapeutiques.

Kim et al., (2004) ; Mujumdar et al., (2004) et Panthong et al., (2004) ont rapporté
que de nombreux remeédes a base de plantes sont éfficaces tels que les propriétés anti-
inflammatoires distinctifs. De plus, plusieurs études ont démontré que les flavonoides ont des
propriétés anti-inflammatoires et qu'ils peuvent moduler le fonctionnement du systeme
immunitaire en inhibant [l'activité d'enzymes qui pourraient étre responsables de
I'inflammation (Gonzalez-Gallego et al., 2007). lls peuvent ainsi induire 1’inhibition de
I'histamine (Kim et al., 2004). Il a été prouvé que les HESs qui sont riches en a-pinene, B-
pinene et phellandrene ont une activité anti-inflammatoire (Sayyah et al., 2003 ; Chao et al.,
2005 ; Miguel et al.,2010). Plusieurs études ont trouvé que l'activité anti-inflammatoire peut
étre expliquée en partie par la présence des composés polyphénoliques comme les tanins et les

flavonoides (Bruneton, 1999).
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Dans les dernieres décennies, il y a eu un intérét croissant pour I’étude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle, pour le traitement de diverses maladies. Les
produits naturels notamment d’origine végétale, ont toujours été une source importante de
molécules thérapeutiques ayant des activités biologiques. La présente étude a été menée dans
le cadre de la valorisation de la flore algérienne notamment les deux especes végétales
poussant a I’état spontané dans 1’Algérie qui sont Artemisia campestris et Cistus laurifolius.
Dans cette étude, nous avons identifié la composition chimique des huiles essentielles par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse et étudiée leur toxicité
aigue ainsi que certaines activités biologiques tels que ; I’activité antibactérienne, 1’activité
antioxydante et I’activité anti-inflammatoire.

Au terme de ce travail différents résultats ont été obtenus, d’une part, le screening
phytochimique des parties aériennes des deux especes étudiées a révélé la présence de
différentes familles de métabolites secondaires. Essentiellement les alcaloides, tannins, stérols
et triterpenes, coumarines et saponosides. Ces composants, de part leurs diverses propriétés
biologiques, contribuent a l'utilisation de ces deux plantes comme remedes en médecine
traditionnelle. L’extraction des huiles essentielles d’A. campestris et de C. laurifolius par
hydro-distillation, a donné des rendements respectifs de 4.9 % et 2 %. La CPG-MS de I'HE
d’A. campestris a permis d’identifier 33 composés volatiles dont le composé dominant est le
comphor avec 41.95 %. Egalement, d’autres constituants se trouvent a des taux appréciables,
il s’agit notamment du y-terpinéne (2.62 %), a-cubebéne (2.07 %). Tandis que, la CPG-MS de
I’HE de C. laurifolius a permis de révéler 53 composés volatiles dont le composé majoritaire
est le borneol avec 14.69 %. D’autres composants, également se trouvent a des taux
appréciables, il s’agit du delta-cadinene (5.51 %), camphor (2.69%).

L’¢évaluation de ’activité antibactérienne a montré, par la méthode d’aromatogramme,
un grand effet inhibiteur d’HE d’A. campestris sur les quatre souches bactériennes de
référence testées. La souche la plus sensible est B. cereus ATCC 10876. La plus grande zone
d’inhibition qui a été enregistrée a donné un diamétre de 24.33 mm. De plus, I’HE de C.
laurifolius a montré un effet inhibiteur sur les trois souches bactériennes de référence testées.
La souche la plus sensible est Bacillus cereus ATCC 10876. La plus grande zone d’inhibition
qui a été enregistrée a révéelé un diamétre de 30.66 mm. La technique de la micro-dilution en
milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide
(CMB). Les valeurs sont comprises entre 15 et 60 mg/mL pour la CMI et de 30 et 120 mg/mL
pour la CMB concernant I’HE d’A. campestris, tandis que, pour I’HE de C. laurifolius, les

valeurs obtenues sont comprises entre 40.63 et 81.25 mg/mL pour la CMI et de 81.25 et 162.5
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mg/mL pour la CMB. L’effet antibactérien exercé par I’HE d’A. campestris pourrait étre
attribué au comphor (41.95 %), y-terpinene (2.62 %) et o-Cubebéne (2.07 %). Tandis que,
celui de C. laurifolius pourrait étre liée au borneol (14.69%), delta-cadinene (5.51 %) et
camphor (2.69 %). Pour plus de comparaison aux huiles essentielles, les antibiotiques
n’étaient pas tous efficaces contre les souches bactériennes de références testées, certains
étaient méme inactifs contre plus de deux souches tels que : pipéracilline et céfazoline. La
synergie entre les huiles essentielles testés et les antibiotiques standard montre un effet
antibactérien important sur différentes souches bactériennes de référence testées (les
diamétres des zones d’inhibitions sont compris entre 9.33 et 34.66 mm pour I’HE de I’amoise
et 8.66 et 38.33 mm pour I’HE de ciste).

L’évaluation du pouvoir antioxydant, par le test de DPPH, le test de FRAP et le test de
blanchissement du B-carotene, a montré que les HEs d’A. campestris et de C. laurifolius
possédaient une activité antioxydant importante. En effet, les deux HEs étudiees ont révelé un
pouvoir de pieger le radical libore DPPH, les valeurs de la CEso obtenues sont 44.38 mg/mL
pour HE d’A. campestris et 74.76 mg/mL pour HE de C. laurifolius. Par ailleurs, les CEsg
obtenues par le test de FRAP sont 1.60 mg/mL pour I’HE de I’armoise et 2.04 mg/mL pour
celle de ciste. Le test du blanchissement du B-caroténe d’HE d’A. campestris a donné un
pourcentage de I’activité antioxydante de 54.04 % qui est supérieur, a celui trouvé avec I’HE
de C. laurifolius, qui a montré un pourcentage de 37.61%.

L’étude in-vivo réalisée sur des souris Swiss albinos a trouvé d’une part, que les huiles
essentielles administrées par voie orale ne présentaient pas de risque de toxicité aigie, toutes
les DLso ont été supéricures a 5000 mg/Kg (Dose maximale). D’autre part, le test de I’oedéme
plantaire induit par la carragénane a permis de mettre en évidence I’effet anti inflammatoire
des huiles essentielles d’A. campestris et de C. laurifolius. L’HE d’A. campestris a révélé un
pourcentage d'inhibition de 27.36, 39.62 et 56.60 % pour les doses de 100, 200 et 400 mg/kg
du poids corporel respectivement aprées 6 heures. Tandis que, I’HE de C. laurifolius a montré
un pourcentage d'inhibition de 22.64, 35.85 et 43.40 % pour les doses de 100, 200 et 400
mg/kg du poids corporel respectivement aprés 6 heures, ces pourcentages étaient inférieurs a
ceux obtenus avec le diclofénac standard 83.96 % (l'anti-inflammatoire de référence).

Dans notre étude, I’ensemble des résultats obtenus constitue une premiére étape dans la
recherche des molécules de source naturelle biologiqguement active et comme perspictive il

serait intéressant d’approfondir ce travail en :
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-Utilisant d’autres techniques d’extractions des huiles essentielles pour améliorer le
rendement et la composition chimique.

-Etudiant les huiles essentielles des autres parties des plantes tels que ; les fleurs, les racines,
les écorces et les baies.

-Isolant et caractérisant les composants responsables des différentes activités biologiques ;

-Etudiant les mécanismes d’action et les facteurs influencant [I’efficacité des huiles

essentielles ;

-Elargissant le spectre des activités biologiques que peuvent posséder les huiles essentielles en

évaluant d’autres activités tant au niveau in-vitro qu’in-vivo tels que I’activité antitumorale,

antivirale, insecticide................
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Annexe n°1l
Milieux de culture

Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone.......cooouiiiiii 10g
Extrait de viande............oooiiiiiiiii e 3g
Extraitde levure...........ooviiiiiii i 3g
Chlorure de sodium...........coviiiiiiiiiiiii e, S5¢g
A AT . 18 ¢
Eaudistillée...........cooiii 1000 mL

pH=7.320.2

Bouillon nutritif (BN) (g/l)

Peptone. .. .o 10g
Extrait de viande.............oooiiiiiiiiiii 5¢
Chlorure de sodium............cooviiviiiiiiii e, 5¢
Eaudistillée..........cooiiiii 1000 mL

pH=7.3+0.2

Mueller Hinton Agar (MHA) (g/1)

Extrait de viande.............oooiiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine...................ooeviininnn. 175 ¢
AMIAON. ...ei 15¢g
AGAT. o 16 g
Eaudistillée. ..o 1000 mL
pH=7.3
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Annexe n°2

Tableau : liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du disque
Carbénicilline CAR 100 pg
Céfazoline Kz 30 ug
Chloramphénicol C 30 pg
Doxycycline DXT 30 pg
Erythromycine E 15 pg
Gentamicine CN 30 ug
Néomycine N 30 ug

Oxacilline OX 5 ug
Pipéracilline PRL 30 ug
Polymyxine B PB 100 1U
Triméthoprime-Sulfamethoxazole SXT 25 ug
Annexe n°3

Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique des especes étudiées

1-Caractérisation des alcaloides :

a. Réactif de Wagner

lodure de PotasSIUM.........cceieeieiie e 290
L0, .. e 1.27 ¢
Eau distillée.........coovvieiiicie e 100 mL

b. Réactif de Mayer

Chlorure mMercuriqUE.........cocvueevveveiieeee e 6.79
lodure de PotasSIUM.........cccciueeieviiecee e 259
Eau diStillée..........oovierie e 200 ml
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2-Caractérisation des tanins

Réactif de Stiasny

FOrmMOT @ 40%0. ...t 10 mL
HCI CONCENLIG. ...t 5mL
Annexe n°4

Préparation de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6)

Peser 35.6 g/l de phosphate disodique (Na2HPO4) (A) et 31.2 g/l de phosphate monosodique
(NaH2PO4) (B). Mélanger 26.5 ml de (A) et 73.5 ml de (B) et compléter jusqu'a 200 ml avec
de I'eau distillée et ajuster le pH & 6.6.

Annexe n°5

Abundance

TIC:ARMOISE.D\data.ms
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Figure n°1. Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle
d’Artemisia campestris obtenu par CPG-SM
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Abundance
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Figure n°2. Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle de Cistus
laurifolius obtenu par CPG-SM

Annexe n°6

Composition de la nourriture des souris
La nourriture fournie aux souris est composée de dérivés d’origine végétale, céréales, graines,

fruits a coque.

Constituants analytiques :
Protéine brute (14 %), matieres grasses brutes (10 %), cellulose brute (13 %), cendres brutes
(3.6 %), phosphore (0.4 %), calcium (0.4 %), sodium (0.1 %).

Additifs nutritionnels/Kg :
4410 1.E. vitamine A, 677 L.E. vitamine D3, 56 mg vitamine E, 43 mg fer (E1), 0.1 mg iode
(E2), 0.1 mg cobalt (E3), 3 mg cuivre (E4), 11 mg manganése (E5), 8 mg zinc (E6), 0.1 mg

sélénium (E8), colorants, antioxydants.

149



Annexe n°7

a b c D E

Figure n°1. Effet de ’HE d'Artemisia campestris sur I’cedéme plantaire 6 heures aprés
injection de la carragénine chez la souris

a : Groupe | (Contr6le: 10 mL/kg de Tween 80 a 1%) ; b : Groupe Il (Standard : Diclofénac a
10 mg/Kg de p. ¢) ; ¢ : Groupe IIT (100 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle) ; d : Groupe 1V
(200 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle); e : Groupe V (400 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle).

a b C d e

Figure n°2. Effet de I’huile essentielle de Cistus laurifolius sur I’cedéme plantaire 6 heures
apres injection de la carragénine chez la souris.

a : Groupe | (Contréle: 10 mL/kg de Tween 80 a 1%) ; b : Groupe Il (Standard : Diclofénac a
10 mg/Kg de p. ¢) ; ¢ : Groupe III (100 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle) ; d : Groupe IV
(200 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle); e : Groupe V (400 mg/Kg de p. ¢ d’huile essentielle).
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Annexe n°8

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | Klebseilla pneumonia ATCC 700603

Bacillus cereus ATCC 10876

Proteus mirabilis ATCC 35659
Figure n°1. Résultats de ’effet synergique des antibiotiques et de ’HE d’A. campestris.
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Bacillus cereus ATCC 10876

Escherichia coli ATCC 25922

Bacillus cereus ATCC 10876

152



Bacillus cereus ATCC 10876

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Figure n°3. Résultats de I’effet synergique des antibiotiques et d’HE de C. laurifolius.
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ABSTRACT. This present study aimed to elucidate the chemical composition of essential oil (EO) which
was obtained from the leaves of Artemisia campestris (Asteraceae) collected in Djelfa region (Algeria).
The in-vitro antibacterial activity against six (06) bacterial strains were evaluated, the EO was used alone
and associated with antibiotics to assess their synergistic effect. The in-vivo acute toxicity and anti-
inflammatory activity were evaluated. In this work thirty-three (33) compounds accounting for 100% of
total oil were identified by GC and GC/MS analysis of the essential of 4. campestris. Camphor (41.95%),
Chrysanthenone (13.95%), and 1,8-Cineole (13.31%) are found to be the major compounds. From the
results of the antibacterial activity using disc diffusion method revealed inhibition zones ranging from 18.33
+0.57 to 24.33+ 0.57mm. Gram-negative was more sensitive to EO compared to Gram-positive bacteria.
The combined application of EO of the studied specie with standard antibiotics led to a synergistic effect
in some bacteria. At the highest tested dose (5000 mg/kg p.o.) the EO of A. campestris did not show signs
of acute toxicity. EO of 4. campestris reduced significantly the paw edema induced by carrageenan in mice
at 27.36%, 39.62%, and 56.60% (after 6 hours) at the doses of 100, 200, and 400 (mg/kg) respectively.

Keywords: Artemisia campestris, essential oil, hydro distillation, chemical composition, synergies,
antibacterial activity, acute toxicity, anti-inflammatory activity.

INTRODUCTION

The emergence of antibiotic resistance is the cause of infectious diseases which pose
a real problem for public health [1]. Antibiotics standards are derived from natural
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substances produced by some bacteria and fungi to defend other bacteria. Bacteria can
synthesize antibiotics at the same time have developed the means to protect themselves,
so they are not suicidal [2]. Cushnie et al., [3], have shown that the excessive use of
antibiotics can be the major cause of the destruction of the normal intestinal flora and the
proliferation of pathogens resistant to antibiotics. Which has directed research towards
phytogenic resources to find a solution, so it is a very promoting and effective way to
fight against pathogenic bacteria [4]. Plants have been part of human daily life since
ancient times since they are used in food and health [5]. It has been reported from
Zeggwagh et al., Jakovljevié et al.,, [6,7], that numerous studies carried out on the search
for natural products especially in aromatic herbs due to their various pharmacological
properties. Different medicinal plants contain various bioactive molecules, such as
phenolic acids, flavonoids, tannins, carotenoids, and sterols [8]. According to Shahidi et
al., [9], natural products of plant origin, either as pure compounds or as standardized
extracts, offer limitless opportunities for a new drug discovered due to the unparalleled
availability of chemical diversity. Phytochemicals alone or in combination act as
therapeutic agent in various disease complications [10]. In Algeria, traditional medicinal
plants have been described as sources of valuable bioactive compounds [11]. Algeria
contains a large pool of plants with high bioactive potential that can be used for medicinal
applications and for which many of them have not been explored. According to
Mabberley [12], Artemisia genus belongs to the tribe Anthemideae of the Asteraceae
family and which contains more than 350 species Artemisia which is quite widespread
and grows wild over the Northern Hemisphere. 11 species are present in Algerian flora
[13]. The specie of A. campestris grows on the steppe and desert and is commonly known
as dgouft or armoise rouge. For many years the aerial parts of A. campestris have been
used in traditional medicine especially against digestive troubles, gastric ulcers, and
menstrual pains [14]. Indeed, the identification and measurement of all the bioactive
constituents of medicinal plants are essential to ensure the reliability of the biological
research and the repeatability as well as to ensure the quality control on the
pharmacological and/or dangerous advantages [15]; [11]. In Tunisia the essential oil of
A. campestris has been well isolated and investigated for its chemical composition and
biological activities by several authors [16]; [17]. 1.8-Cineol (19.2%) was reported as the
major component in northwestern Italian oil [18], and B-pinene (6.9-57.2%) in northern
Italian oil [19]. Many chemical compounds which characterize A. campestris essential oil
such as; alpha and beta-pinenes, p-cymene, caryophyllene oxide, spathulenol, limonene,
dehydro-1,8-cineole, cadin-4-en-7-ol, gamma-terpinene, (Z)-beta-ocimene,
aromadendrene, germacrene D, bi-cyclogermacrene, myrtenol, p-cymen-8-ol, gamma-
cadinene, Ar-curcumene, del-ta-cadinene, calamenene, alpha-muurolene, gamma-
murolene, gamma-cadinene, bisabolene, and endoperoxide, (Z, E)-farnesol, cedrol and
verbenone [17,20,21]. The essential oils and solvent extracts from A. campestris have
been shown to exhibit antioxidant, hepatoprotective, antibacterial, antiviral, insecticide,
and allelochemical activities [22,23,24,25]. Ghaleb et al., [26] and Olajuyigbe et al., [27],
have been shown that the synergy or the combination of the essential oil with antibiotics;
is a therapeutic approach that can lead to a new way of treating infectious diseases. The
Treatment of inflammation today requires steroidal anti-inflammatory drugs and non-
steroidal drugs. At the same time, although that these substances are effective most often,
they can exhibit undesirable effects which can interfere with their long-term use such as
hepatic and urinary toxicity, gastrointestinal diseases, and inhibition of platelet
aggregation [28]. According to Bengmark [29], inflammation is the body’s main response
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to aggression and is precisely regulated to limit possible damage to the body’s structures,
and therefore, improper regulation of this phenomenon can lead to a chronic inflammatory
state. Széles et al, [30]; Kang et al., [31], have also shown that the inflammatory reaction
is an immune defense process of the body in response to an attack originating from
physical elements such as; cold, heat, ionizing radiation... or exogenous or endogenous
solid elements such as; insect bite, pathogenic microbes, chemical or biological products
and compounds resulting from the immune reaction (immune complexes, cytotoxic
antibodies, cytokines, etc.). The inflammatory reaction has been reported to be
characterized by the cardinal signs of redness, swelling, warmth, pain, and loss of function
[32]. In recent years, the appropriate consumption and the use of antibiotics accelerates
the selection of multi-resistant bacteria, which currently constitute a real problem in
antibiotherapy and in public health. that is why, the research of other solutions and
alternatives from natural sources is required and need several studies. The aim of this
study is to investigate the chemical composition of A. campestris essential oil from North-
west of Djelfa (Algeria). EO has been used alone and in combination with standard
antibiotics to assess their in-vitro antibacterial activities against multidrug-resistant
bacteria, and evaluating their in-vivo acute oral toxicity and anti-inflammatory properties
using the carrageenan-induced paw edema test.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The leaves of 4. campestris were collected from Hassi Bahbah; located in the Northen-
west of Djelfa (Algeria) (longitude: 3°03'59.87" E, latitude: 34°54'10.04" N and altitude:
879 m) (Figurel). The sample was identified by Pr Belhassaini Hachemi, a professor at
the University of Sidi Bel-Abbas, Algeria. The specie of A. campestris has been collected
manually on April 2019. A voucher specimen (A.h a ONA 2018) was deposited at the
laboratory of Microbiology and Plant Biology, Abdelhamid Ibn Badis University, Faculty
of Nature and Life Sciences, Mostaganem. Plant material was then washed and dried at
room temperature in the dark for 15-day [33].
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Fig.1. Geographical location of the collection station of the studied plant.
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Hydro distillation

The extraction of essential oil from the dry leaves of 4. campestris was carried out
using a Clavenger-type apparatus hydro-distiller. This technique consists of introducing
about 100 (g) of the sample which was subjected to hydro-distillation for 4 (h) with 600
mL distilled water. Indeed, the oil obtained was separated from the distillate dried over
anhydrous sodium sulfate, and stored in a glass vial in a refrigerator at -18°C until the
moment of analysis [34].

Essential oil analysis (Gas chromatography-Mass spectrometry “GC-MS")

The analyzes were carried out on a gas chromatograph of the Hewlett Packard Agilent
6890 type plus equipped with an HP-5MS capillary column (Stationary phase: 5% Phenyl
95% dimethylpolysiloxane (Dimensions: long 30 m * D int 0.25 mm *) film thickness
0.25um). The oven temperature was programmed at 60°C for 8 mins, 2°C/mins up to
250°C., Isothermal for 10 mins. Analysis time: 113 mins. The temperatures of the injector
and the detector were set at 250°C and 280°C respectively. The carrier gas is: helium,
purity: N6.0; with a (High-speed flow): 0.5 mI/min. The EO sample volume injected by
Split mode.1;20 is 0.2 uL.. The GC-MS analyzes were carried out by a mass spectrometer:
Hewlett Packard Agilent 5973 of the quadrupole type. The analysis mode is TIC scan
(from 30 to 550). Solvent delay: 3.5 min. The temperatures of the ion source and the
interface were set at 230°C and 280°C respectively. The mass spectra were obtained by
an Electronic Impact "IE" (type of ionization) of 70 eV (intensity of the filament).

Table 1. information on GC-MS performed analysis.

Column type HP-5MS
Injection volume 0.2 uLL
Injection temperature 250°C
Interface temperature 280°C
Mode of injection Split.1; 20
Vector gas Helium

The identification of the chemical compound of our EO was carried out using Thermo-
Xcalibur 1.2 software by correlating their respective mass spectra with those of the
libraries; Wiley 8th Edition, NIST 08, Adams library [35], Mass Finder terpenoids library
[36] and [37]. According to Van Den Dool et al, [38], we can determine the retention
indices.

In-vitro studies (Anti-bacterial activity, synergistic effect)

Microorganisms

Antibacterial activity was evaluated using Gram-negative bacteria; Escherichia coli
(E. coli) ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853, Proteus
mirabilis (P. mirabilis) ATCC 35659, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ATCC
700603. And Gram-positive bacteria; Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 6538,
Bacillus cereus (B. cereus) ATCC 10876. All bacterial strains were provided from the
(Institute of Pastor Algeria).
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Antibiotics

In this study, the antibiotics-standards Carbénicilline 100 (ug) (CAR), Céfazoline 30
(ng) (KZ), Chloramphénicol 30 (ug) (C), Doxycycline 30 (ug) (DXT), Erythromycine 15
(ug) (E), Gentamicine 30 (ug) (CN), Néomycine 30 (ug) (N), Oxacilline 5 (pg) (0X),
Pipéracilline 30 (ug) (PRL), Polymyxine B 100 (IU) (PB), Triméthoprime-
Sulfamethoxazole 25 (ug) (SXT) were used.

Antibacterial effect of essential oil (Vincent-technique).

The Mueller-Hinton agar medium deposited in sterile petri dishes (90 mm diameter)
is seeded in a sheet with the bacterial inoculum. After drying for 30 mins at 37°C, sterile
Wattman paper blank discs of 6 mm in diameter were impregnated with 15 pul of essential
oil tested and carefully deposited on the surface of the agar previously seeded with the
suspension of each pathogenic bacterium. Finally, the dishes are subsequently incubated
at 37°C for 24 h. each test was repeated three times. Indeed, after incubation, the absence
of microbial growth results in a translucent halo around the disc, the diameter of the
inhibition zone is expressed in millimeters [39]. Lesueur et al, [40], indicate that
antimicrobial activity of the extracts was determined by the disk diffusion method which
is based on the spread of antimicrobial compounds in a solid medium.

Synergistic effect of the combination of the essential oil and antibiotics

The synergistic effect of the combination of the studied essential oil and antibiotics are
evaluated using ready discs (antibiotic disc), So 15 uL of essential oil was saturated in
the antibiotic disc which is deposited on the surface of the agar, to determine the diameter
of the inhibition zone which was measured in millimeters [41].

In-vivo studies (acute toxicity, anti-inflammatory activity)

The in-vivo studies were performed on Swiss albino mice. In order to evaluate the
acute toxicity of essential oil by oral administration and its anti-inflammatory activity by
the plantar edema test induced by injection of a phlogogenic agent.

Animal material

Both sexes of Swiss albino mice weighing 25 to 30 (g) and originating from the
institute Pastor Algiers (Algeria), were used for in-vivo testing. These animals were
placed in polypropylene cages (fed regularly with free access to water). For a period of
two weeks before the experiment, mice were acclimatized to the laboratory environment
under controlled temperature conditions 25 + 2°C with a cycle (light/dark) of 12 H.

Preparation of the solutions to be tested

According to Faria et al.,, [42], 4. campetris essential oil was suspended in a mixture
of distilled water and 1% Tween 80 so as to obtain a 100 mg/mL solution to be
administered orally to mice. Carrageenan (1%) and diclofenac additional agents were
dissolved in normal saline (0.9%, w/v) prior to use.

Acute Oral toxicity
According to the OECD (Organization for Economic Cooperation and Development),
Guideline N°423 the acute oral toxicity test was performed [43]. First of all, the mice
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(females only) were fasted 16 hours before the experiment with free access to water. The
studied EO was administered orally to groups of mice (n = 3) at doses of 50, 300, and
2000 mg/kg respectively. Regarding the control group, only received the vehicle (10 mIL/
kg of 1% Tween 80). After treatment: The animals were observed continuously for 2
hours before feeding and watering them in order to detect changes in their autonomic or
behavioral responses compared to the control group (death, restlessness, breathing, and
asthenia). Monitoring for any mortality was continued for 48 hours and then for 7 days.
This test was repeated at higher doses (up to 5000 mg/kg) with a new batch of animals (n
= 3) when no death has occurred in any group.

Anti-inflammatory effect of EO (Carrageenan-induced plantar edema test)

The study of the anti-inflammatory effect of the studied EO of A. campestris was
performed according to the protocol described by Winter et al., [44]. Mice of both sexes
were fasted for 16 hours prior to the experiment with free access to water. These animals
were divided into 5 groups of 6 animals each. The batch I (control) received 10 mL/kg of
1% Tween 80. Batch II (standard) received 10 mg/kg of diclofenac (a reference anti-
inflammatory drug). Batch III, IV, and V (experimental) respectively received doses of
100, 200 and 400 mg/kg of EO to be tested. After 30 mins of treatment by oral
administration, the edema was induced by injection of 50 ul. of carrageenan (1% w/v)
into the sub-plantar region of the right hind paw. The thickness of the paw (mm) was
measured using a digital caliper before injection (Vo) and every 60 mins for 6 Hours after
induction of inflammation [45]. The percentage of inhibition of the edema was calculated
according to the following formula;

Percentage of inhibition = [(Vi— Vo) control — (Vi -V0) tested] % 100 / (Vi— Vo) control

We consider; Vo: volume of the paw before carrageenan injection, Vi: volume of the
paw at a fixed time interval after injection of carrageenan

Statistical analysis of the anti-bacterial and anti-inflammatory activity of essential oil
of Artemisia campestris was performed by software (Stat Box 6.4). Using ANOVA
followed by the Newman and Keuls test.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical composition of essential oil

The EO extraction yield of A. campestris which has been determined is 4.9% (yield
obtained from a test portion of 100 g consisting of dry leaves). The yield of our plant is
much larger compared to the one obtained by Akrout et al, [16]forA.
campestris originating in Beni-Khedache (a mountainous region in the south of
Tunisia). Akrout et al., [16], indicate that the yield of EO of Tunisian A. campestris is
1.2%. A study by Touil et al., [46], shows that the lowest yield of EO of A. campestris is
recorded for samples taken in spring (0.37%) while the highest level is observed from
samples taken in summer with an average value of (0.41%). Consequently, the EO yield
of a given species is influenced by intrinsic (such as growth stages) and extrinsic (such as
pedoclimatic, conditions, and extraction methods) parameters [46]. The chemical
composition of EO of 4. campestris determined by GC and GC-MS analysis, the
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retention time, and the percentage of the identified compounds of this EO was presented
in table (2).

Table 2. Chemical composition of Artemisia campestris essential oil determined by GC
and GC-MS expressed in percentage (%).

Ne° Compounds RI Area (%)
1 Furfural 800 0.14
2 Camphene 948 0.15
3 a-Phellandrene 1000 0.74
4 1,8-Cineole 1034 13.31
5 cis-p-Menth-2-en-1-o0l 1104 1.18
6 B-thujone 1111 6.97
7 trans-Pinocarveol 1116 0.58
8 a-thujone 1122 3.91
9 Chrysanthenone 1122 13.95
10  cis-Chrysanthenol 1146 0.21
11  Camphor 1154 41.95
12 trans-Pinocarveol 1167 1.96
13 Myrtenol 1177 0.75
14  y-terpinéne 1184 2.62
15 trans-Carveol 1195 0.14
16  cis-Carveol 1200 0.49
17  Piperitone 1214 0.42
18  Neral 1224 0.38
19  Geraniol 1230 0.60
20  trans-Myrtanol 1245 0.24
21 Geranial 1250 0.37
22  Bornyl acetate 1260 0.72
23  Lavandulyl acetate 1276 0.17
24  Thymol 1286 0.74
25  Carvacrol 1310 0.77
26  trans-Carvyl acetate 1318 1.30
27  o-Cubebene 1324 2.07
28  Methyl eugenol 1402 0.87
29  Ar-Curcumene 1479 0.52
30 Cedrol 1581 0.43
31  Humulene epoxide II 1597 0.21
32  o- Muurolol, epi 1630 0.58
33  B-Eudesmol 1640 0.56

RI: Retention index

Thirty-three compounds were identified representing 100% of the total detected
constituent EO. This sample consists mainly of a mixture of monoterpenes,
sesquiterpenes, and their oxygenated derivatives. The major compounds of EO of 4.
campestris were camphor (41.95%) and chrysanthenone (13.95%) followed by 1, 8-
Cineole (13.31%), B-thujone (6.97%), o-thujone (3.91%). Other components are also
found in low amounts such as; y-terpinéne (2.62%) and a-Cubebene (2.07%), trans-
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Pinocarveol (1.96%), trans-Carvyl acetate (1.30%), cis-p-Menth-2-en-1-0l (1.18%). The
strong predominance of camphor indicates that it represents the EO chemotype of 4.
campestris. Camphor as a major compound has also been reported by Belhattab et al.,
[47], to have a value of (9%) in the region of Bousaada (Algeria), it is a value much lower
compared to camphor of our oil (41.95%). For more comparison, B-pinene represents the
major constituent with a high level (45.8%) in a sample collected in Beni-Khedache (a
mountainous region in the south of Tunisia), Followed by a-pinene (12.5%) and limonene
(7.7%) [16]. (Z, E)-Farnesol (10.3%) has been identified as the major component of EO
in the region of Djelfa (Algeria) followed by Cedrol (5.4%), trans-Calamenene,
Verbenone, Myrcene at contents ranging from (3.0%,3.3%, and 3.8%
respectively) [21]. However, a study conducted on A. campestris reported that the main
chemical profile was characterized by the predominance of germacrene-D, spathulenol,
humulene epoxide II, and caryophyllene oxide [48]. On the other hand, according to our
results, humulene epoxide has a very low value. Analyzes carried out onA.
campestri collected in the Batna region also revealed the predominance of EO from the
stems by  2-naphthaleneac  etaldehyde,1,4-dihydro-a,  a-dimethyl-1,4-dioxo-
(22.1%) [49].Consequently, the EO of A. campestris in Mediterranean countries had
different chemical models and differences in the relative amount of chemical compounds
in EO. The main constituents recorded in the aerial parts were; y-terpinene, capillene, 1-
phenyl-2,4-pentadiyne, and spathulenol in France. In Italy they were; Ar-curcumene,
caryophyllene oxide, p-cymene, B-pinene, germacrene D bicyclogermacrene, and
myrcene. But in  Portugal they were; B-pinene, cadin-4-en-7-ol and
aromadendrene [50]. It has been reported that the variations in chemical composition
encountered in the EOs of the studied species from a qualitative and quantitative point of
view can be attributed to one or more factors such as; drying time, storage conditions,
extraction method, part of the plant used, stage of development, genotype and presence
of chemotype. Consequently, all these factors can influence the pathway of plant
biosynthesis and have consequences on the relative proportion of the main characteristic
of the compounds [51, 52, 53].

In-vitro studies

The EO of the dry leaves of A. campestris has shown that it has an effect against the
four tested strains, the greatest zone of inhibition which was obtained against £. coli
ATCC 25922 (2433 mm) followed by (21.33 mm) against K. pneumonia
ATCC 700603, B. cereus ATCC 10876 with a value of (21 mm). Then by (18.33 mm)
against P. mirabilis ATCC 35659. On the other hand, it is inactive against P. aeruginosa
ATCC 27853 and S. aureus ATCC 6538 (Table 3). From the antibiogram results
presented in (Table 3), we find that the tested bacterial strains showed varying degrees of
sensitivity to most of the antibiotics used. Indeed, the antibiotics which recorded the
greatest zones of inhibition are as follows; Trimethoprim-Sulfamethoxazol (SXT)
against S. aureus ATCC 6538 (34.33 mm), E. coli ATCC 25922 (31 mm); Neomycin (N)
against B. cereus ATCC 10876 (26.33 mm); Gentamicin (CN) against E. coli
ATCC 25922, B. cereus ATCC 10876 and K. pneomonia ATCC 700603 (24.33 mm, 21
mm and 18.66 mm respectively). Among the antibiotics which are resistant against more
than two bacteria are the following; Erythromycin (E), Oxacillin (OX). Carbenicillin
(CAR) is against all the tested bacteria. As well as Chloramphenicol (C), Cefazolin (KZ),
and Piperacillin (PRL) are resistant against five tested bacteria (table3). The evaluation
of the synergistic effect of antibiotics and EO of 4. campestris by the disk diffusion
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method on agar medium allowed us to obtain the results listed in (Table 3). According to
the obtained results, the combination of EO of A. campestris with Gentamicin (CN) and
Chloramphénicol (C) antibiotics showed a synergetic effect against five bacteria. The
application of Erythromycin (E) with EO of A. campestris led to a synergistic effect on
three tested bacteria (E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, P. mirabilis
ATCC 35659). Followed by Doxycyclin (DXT) against five bacteria and Triméthoprime-
Sulfamethoxazol (SXT) against four bacteria (Table.3). A synergistic effect was observed
in all bacterial strains when we use Polymyxin B (PB) with the EO of 4. campestris. The
combination of the sample of 4. campestris with Pipéracillin (PRL); appears to be
inactive against all the tested bacterial strains. The association of EO of 4.
campestris with Céfazoline (KZ) antibiotics showed a synergetic effect against three
tested bacteria. Finally, the combination of this oil with Carbenicillin (CAR) appears to
be inactive against four bacterial strains (Table 3). According to Bertella [54], EO from
A. campestris was of lower antibacterial activity (S. aureus 10.7 mm, B. cereus 15.7mm,
P. aeruginosa 11.3 mm, E. coli 11.3 mm, K. pneumoniae 9.3 mm, P. mirabilis <8mm).
On the other hand, our results are superior to this one particularly against B. cereus, E.
coli, K. pneumoniae, P. mirabilis. A study was conducted by Khebri [55], on EO of 4.
campestris shows that the diameters of the zone of inhibition were less than (6 mm) on
E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae. The EO of this specie gave diameters
of the zones of inhibition against E. coli, K. pneumoniae, S. aureus are respectively (18
mm, 10 mm, and 10 mm). On the other hand, these results revealed that P. aeruginosa
ATCC 27853 was resistant to this oil [16], which confirm our result. Essential oils rich
in phenolic components possess high levels of anti-microbial activity [56]. Fillippi et al.,
[57], shows that the antibacterial power of essential oils can be contributed to their major
components such as terpene alcohols which are soluble in aqueous media and therefore
very powerful on soluble microbial [57]. It has been reported that the combination of
gentamicin with each one of EO, including (Aniba rosaeodora, Melaleuca alternifolia,
Origanum vulgare, and Pelargonium graveolens) shows a combination effect. A
synergistic effect against all the tested strains was observed in gentamicin with 4.
rosaeodora and P. graveolens [58]. Milenkovi¢a et al., [59], demonstrated that EOs of C.
sylvatica, C. vardarensis, and C. nepeta in combination with antibiotics (gentamicin or
ciprofloxacin) exert a synergistic effect. Combination effects suggest that the EOs of the
studied species could be used as potential adjuvants of antibiotics. The combination of
EO of T. willdenowii Boiss with each one ticarcillin, imipenem, gentamicin, and
tobramyecin increased the antimicrobial activity of the tested antibiotics. As well as, the
combination of EO of O. compactum with tested antibiotics has a synergistic effect
against P. putida. A synergistic effect has also been detected against some bacteria when
the EO of C. coronarium is combined with four tested antibiotics. The combination of
Eos which are derived from the five medicinal plants and standard antibiotics have the
potential for the development of new antimicrobials, treatment, and reduction of drug
resistance which will allow finding the treatment of several diseases caused by
microorganisms [60]. Indeed, this synergy could lead to new options for the treatment of
infectious diseases and emerging drug resistance. Further studies based on the synergistic
interaction molecule are essential to understand the fundamental synergistic mechanism
for the development of pharmacological agents to treat bacterial infections using
medicinal plants [60]. Finally, according to our bibliographical researches, there were not
any previous studies related to the synergistic effect of antibiotics and the essential oil of
A. campestris against bacterial strains.
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Table 3. Anti-bacterial activity of: essential oil of A. campestris, antibiotics-standard,
and the synergistic effect between the essential oil and the tested antibiotics. (Zones of
inhibition mm).

Strains E. coli P. mirabilis  B. cereus P. S. aureus K.
ATCC ATCC ATCC aeruginosa  ATCC pneumonia
25922 35659 10876 ATCC 6538 ATCC
27853 700 603
EO of A.c 2433057 1833+0.57 21+1 0 0 21.33+£1.15
CN 24.33+0.57  16+1.00 21+1.00 16.33£0.57  24.33£1.15  18.66+0.57
¢ 0 0 19.33+0.57 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
SXT 31£1.00 11.66+0.57  21+1.00 0 34.33+0.57  10+1.00
CAR 0 0 0 0 0 0
E PB 16.66+0.57  16+1.00 12.33£0.57  17£1.00 15+1.00 17£0.00
- Kz 0 0 8.66+0.57 0 0 0
N 20+1.00 20.33+0.57 26.33+0.57 15.33+£0.57 22.66+0.57 14.33£1.15
PRL. 0 0 0 25.66+0.57 0 0
(0):¢ 0 0 0 0 0 0
DXT 16.66+0.57 16.66+0.57 12+1.00 11.66+0.57 17.33+£0.57 11.66+0.57
. CN 14.66+0.57  16+1 0 20.33£0.57  14.33£0.57  13+0.00
u G 24.33+0.57  9.33+0.57 15.66+0.57 16.33+0.57 0 21+1.00
:_C: E 34.66+0.57 16.33£0.57 0 0 0 12.66+0.57
© SXT 18+1 0 16+1 0 10.33£0.57  14+0.00
8 CAR 23.33+0.57 12.33£0.57 0 0 0 0
E’ & PB 18+0 17+1 15.66£1.15  21£1.00 15.33£0.57  14.33+0.57
& E Kz 20.66+1.15 0 111 15+0.00 0 0
® N 9.33+0.57 0 11.33£0.57  9.33£0.57 12.66+£0.57 0
& PRL 0 0 0 0 0 0
En (0):¢ 2041 11.33+0.57 0 0 13.66+0.57 9.66+0.57
i DXT 2040 12.66+0.57 13.66+0.57 10.33+£0.57 0 15.33+£0.57
)

EO of A. c: Essential Oil of Artemisia campestris; ATB: Antibiotic; CN: Gentamicin; C: Chloramphenicol;
E: Erythromycin; SXT: Trimethoprim-Sulfamethoxazole; CAR: Carbenicillin; PB: Polymyxin B; KZ:
Cefazoline; N: Neomycin; PRL: Piperacillin; OX: Oxacillin; DXT: Doxycycline. E. coli: Escherichia coli
ATCC 25922; P. mirabilis: Proteus mirabilis ATCC 35659; B. cereus: Bacillus cereus ATCC 10876, P.
aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; S. aureus: Staphylococcus aureus ATCC 6538; K.
prneumoniae: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

In-vivo studies
Acute Oral toxicity

The assessment of the acute essential oil toxicity of the studied specie (4. campestris)
was carried out by oral administration in Swiss albino mice provided by the Institute of
Pastor Algeria. From the results obtained after 24 hours, we observe that the oral
administration of this EO of different doses did not change the behavior of the tested
mice, as well as there were no death or changes observed in the autonomic responses.
Except, we observe very strong breath and asthenia during the first hours after the
treatment with the dose of 5000 (mg/kg). According to a study conducted by Dib et al,
[61], the EO of A. campestris at 2 g/kg treated in animals showed several signs of
intoxication such as; tremors, hyperactivity followed by asthenia, convulsions, and
irregular breathing. After the first 24 hours, all these signs disappeared. After two weeks
of injecting A. campestris EO, no significant changes were observed in organs and body
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weights. This is the same result of our study. Acute oral toxicity of A. campestris EO has
been reported that the result of LDso value greater than 2 g/kg body weight. Sefi et al.,
[62], found that several additional studies on the toxicity of 4. campestris indicating that
intraperitoneal administration of the aqueous extract to mice showed earlier toxicity with
LDso=2.5g/kg body weight. Indeed, the performance of an acute toxicity test of the
essential oil of A. campestris on artemia larvae (Artemia sp.) gave the median lethal dose
ranging from 15 to 20 g/mL [50].

Anti-inflammatory activity

The evaluation of the anti-inflammatory activity of 4. campestris EO was performed
by the test for plantar edema induced by injection of carrageenan in mice.

Table 4. Anti-inflammatory effect of Artemisia campestris essential oil on paw edema
induced by carrageenan in mice Swiss albino.

Paw diameter in millimeter (imm)

Hours Control Standard Artemisia campestris essential oil

/ (10 mI/Kg) (10 mg/Kg) CI1(100 mg/Kg) C2(200 mg/Kg) C3 (400 mg/Kg)
0H 2.15+0.05 2.03+0.05 1.98+0.09 1.86+0.05 1.95+0.05

1H 2.93+0.1 2.75+£0.05 2.75+£0.05 2.61+0.04 2.68+0.07

2H 3.26+0.08 2.95+0.05 3.01+0.09 2.88+0.04 2.91+0.07

3H 3.43+0.08 2.68+0.09 3.11+0.04 3.01+£0.07 3.05+0.05

4H 3.53+0.08 2.56+0.05 3.15+0.05 3+0.08 3.01+0.07

SH 3.31+0.07 2.33+£0.08 2.91+0.07 2.75+0.05 2.70+0.06

6H 3.21+0.07 2.2+0.08 2.75+0.08 2.50+0.08 2.41+0.07

Control: vehicle (Tween 80, 1%); Standard: Diclofenac. Mean = SEM (n = 6); C: Concentration(mg/Kg).

Table 4 and Figure 2 show the results of the evaluation of the anti-inflammatory effect
of paw edema induced by carrageenan in mice (Swiss albino). Depending on the hours,
the edema volume increases progressively and after four hours of the injection of
carrageenan peaking in the control group. Reanmongkol et al, [63], showed that edema
induced by injection of carrageenan is a widely used model to assess the anti-
inflammatory activity of substances. In fact, the injection of carrageenan causes the
release of several chemical mediators which are responsible for the inflammatory process.

In addition, usually, this phenomenon is characterized by a biphasic response: the
initial phase (1-2 hours), characterized by the release or evolution of chemical mediators
such as serotonin, bradykinin, and histamine. The late phase (3-6 hours); the latter is
supported by the release of prostaglandins, leukotrienes, lysozymes, proteases, and nitric
oxide (NO) [64,65,66].
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Fig. 2. The percentage inhibition (%) of paw edema by diclofenac and the essential oil

of Artemisia campestris for 6 hours after injection of carrageenan. (Control: 10 ml/Kg;
Standard: 10 mg/Kg; C: Concentration mg/Kg (C1:100 mg/Kg; C2: 200 mg/Kg; C3: 400 mg/Kg)).

A. campestris EO used at different doses for the treatment of mice showed a very
significant decrease in the volume of the edema from four hours compared to the control.
In comparison with diclofenac, the same phenomenon has occurred but from three hours
compared with the control. The anti-inflammatory activity of A. campestris EO is
attributed to its major compound Camphor and 1,8-Cineole. Indeed, there are minor
constituents such as; B-thujone and a-Cubebene can contribute to the anti-inflammatory
activity. A. campestris EO showed percentages inhibition of 27.36%, 39.62%, and
56.60% at doses of 100, 200, and 400 (mg/kg) body weight respectively after 6 hours on
one hand. And on the other hand, these percentages were lower than those observed in
the standard Diclofenac 83.96% (the reference anti-inflammatory). ROS (reactive oxygen
species) are involved in the pathophysiology of diseases with an inflammatory component
(cancer, diabetes, atherosclerosis, arthritis, and infectious diseases). As well as, they
induced the release of cytokines (TNF-a, IL-1B, and I1.-6) and the activation of pro-
inflammatory enzymes (cyclo-oxygenases, lipoxygenase, and nitric oxide synthase)
involved in the inflammatory process [67]. Tanas et al, [68], have shown that
lipoxygenase catalyzes the biosynthesis of leukotrienes which are pro-inflammatory and
allergic mediators. At the same time, the reactive oxygen species oxidize the unsaturated
lipids of the cell membrane leading to the formation of lipid peroxides which are cytotoxic
and involved in the inflammatory process. Consequently, the activation of lipoxygenase
and the formation of lipid peroxides is caused by the injection of carrageenan. Kim et al.,
Mujumdar et al., Panthong et al,, [69, 70, 71], have reported that many herbal remedies
exhibit topical anti-inflammatory properties. Several studies show that flavonoids have
anti-inflammatory properties and that they can modulate the functioning of the immune
system by inhibiting the activity of enzymes that could be responsible for
inflammation [72]. They can inhibit histamine [69].

It has been shown that essential oils rich in o-pinene, B-pinene, phellandrene, o-
sabinene have anti-inflammatory activity [73,74,75]. Ghlissi et al., [76], found that the
anti-inflammatory effect could be due to the presence of phenolic compounds and
flavonoids in the extracts. The aqueous extract of the leaves ofA.
campestris administered intraperitoneally shows an anti-inflammatory and analgesic
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effect in paw edema induced by carrageenan in rats [76]. It has been reported that very
little work has been carried out on studying the anti-inflammatory properties of the plant
(A. campestris) [77]. According to the results obtained by Boudjouref et al, [77], the
study of the anti-inflammatory activity in-vivo showed that the extracts of the leaves
of Artemisia campestris exert a powerful anti-inflammatory effect.

For more comparison, a study carried out shows that the ethanolic extract of the leaves
of Artemisia campestris L. at a dose of 150 and 300 mg/kg significantly reduced edema
from the second hour after administration of the extract compared to the control group.
The activity was high at a dose of 300 mg/kg, compared to the activity produced by
standard acetylsalicylic acid [78]. On the other hand, in our case, the EO activity was low
at a dose of 400 mg/kg, compared to the activity produced by the reference anti-
inflammatory diclofenac (83.96%). At the highest dose (300 mg/kg), the percentage
inhibition showed that the ethanolic extract of A. campestris L. was more active (67.15%)
[78] than the percentage inhibition of our EO at the highest dose 400 (mg/kg), and the
recorded value was 56.60%. In addition, at the lowest dose (150 mg/kg), the percentage
inhibition showed that the ethanolic extract was also superior (34.61%) [78] than the
percentage inhibition of our EO at the dose 100 (mg/kg) has a value of (27.36%).
Ethanolic extracts from the leaves of Artemisia campestris possessed a varying degree of
anti-inflammatory activity. While this effect could be explained by the inhibition of the
synthesis of pro-inflammatory substances [78]. Numerous additional studies showing that
the anti-inflammatory activity of the extract can be explained in part by the presence of
polyphenolic compounds such as; tannins and flavonoids in the leaves [79].

CONCLUSION

The essential oil of A. campestris analyzed by GC-MS is dominated by Camphor with
41.95%. The variability in the chemical composition of EO can be explained by different
extrinsic factors (conditions of growth and development of the plant) or intrinsic (genetics
of'the plant). This sample has significant antibacterial activity, particularly against Gram-
negative strains. The combination of EO of the studied specie with antibiotics may be
effective against bacterial infections (origin of multidrug-resistant bacteria MBR).
Evaluation of the in-vivo activity in Swiss albino mice showed that the EO of A.
campestris when administered orally does not present any risk of acute toxicity. As well,
it has demonstrated a considerable anti-inflammatory effect at lower non-toxic doses.
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