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Résumé

Ce travail a pour but la détermination de la contjos chimique et des propriétés
biologiques in vitro (pouvoir antioxydant, antimoebien, anti-inflammatoire et anti-
diabétiques) des huiles essentielles de deux gdaaotiginaires de I'extréme Nord-ouest
d’Algérie (région de TlemcenAmmoidegou Ptychotis) verticillata(Desf.) Brigq. etThymus
munbyanussubsp.ciliatus (Desf.) Greuter & Burdetainsi que celles des rhizomes de
Curcuma longacommercialsés en Algérie

La composition chimique a été déterminée par lartiegie de chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de rhassactivités antioxydantés vitro ont été
déterminées a travers une panoplie de tests d&waiu En outre, la détermination de
I'activité antimicrobienne a été réalisée par lathonde de diffusion des disques en milieu
gélosé et par la détermination des concentratiomsmales inhibitrices par dilutions en
milieu liquide. Par ailleurs, leffet des huiles sestielles sur la lipoxygénase,
I'acétylcholinesterase et I'alpha amylase a, égal@neté explore.

L’analyse chimique des huiles essentielles a rél@lgprédominance du carvacrol
(71.4%), p-Cymene (8.3%) et dy-Terpinene (5.9%) cheZ. ciliatus ssp. eu-ciliatus; de
l'alcool cumine (44.3%), dw-Terpinene (18.1%), du Limonene (14.2%) et du thlym
(10.8%) cheZzA. verticillata et du tumérone aromatique (35%), du Curlone (1%.884du
tumérone (11.8%) che2. longa

L’huile essentielle d. ciliatusa révélé une bonne activité antimicrobienne (emgd
par le diametre en mm des zones d’ihnibition) vigsades souches d&taphylococcus aureus
(12.5 a 13.83 mm), desteria monocytogendg43.83 a 22.5 mm), &scherichia col(13.79 a
14.67 mm)et d’'une souche d8almonella Thyphimuriurfl5.67 mm Cette huile essentielle
exerce une forte activité sur le radical hydrox@s¢=0,00221mg/ mL), sur 'Oxygen Radical
Antioxidant Capacity ou ORAC (fifty percent inhibry concentration ou kg =1.19 mM
Trolox/g) ; ainsi qu’une inhibition notable sur leazymes comme l'acétylcholinestérase et
lalpha amylase. En revanche, I'activité anti-radidire de I'huile essentielle extraiteAd’
verticillata a  été bonne sur le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazineu DPPH
(IC50=0,0422mg/mL), le sel d'ammonium de l'acide 2,2irabis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonigue ou ABTS (I€=0,0013 mg/mL), et sur les substances réactivdacde
thiobarbiturique ou TBARS (I=0,02794 mg/mL); mais, plus forte sur Gb
(IC50=0,522mg/ml) ; elle a un bon pouvoir réducteurret bonne préservation des liposomes
contre la peroxydation (Kz=0,299 mg/mL). La particularité d&. longaa été son efficacité a
inhiber la lipoxygénase (Kg=0,0134 mg/mL)L’activité anti-proliférative de I'huile essentielde
T. ciliatusvis-a-vis des cellules cancéreudetP-1 est supérieure a celi®A. verticillata. Ces
résultats montrent que ces huiles essentiellegdens des activités biologiques intéressantes
et constituent un prélude a des investigationgivo visant a les habiliter comme sources
naturelles d’antioxydants, d’antimicrobiens et dianflammatoires.

Mots clefs : Huiles essentiellesAmmoides verticillata-Thymus ciliatus ssp. eu-ciliatus
Curcuma longa- Activités biologiques.

Résumeé
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Abstract

The aim of this study is to determine the chemaahposition and the in vitro biological
properties (antioxidant, antimicrobial, anti-inflamatory and anti-diabetic) of two plants
essential oils originated from the north-west ofjétia (Tlemcen) Ammoidegor Ptychotis)
verticillata (Desf.) Brig. andlrhymus munbyanusubsp.ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet);
and also commercialurcuma longaThe chemical composition was determined using gas
chromatography coupled to mass spectrometry. [Riffietests were used to evaluatevitro

the antioxidant activity. The antimicrobial activivas evaluated by the disc diffusion method
and the minimal inhibition concentration was detewed by the microdilution method. The
effect of these essential oils was also studietipaxygenase, acetylcholinesterase and alpha-
amylase. According to the chemical analysis resalsvacrol is the major compound Bf
ciliatusssp.eu-ciliatus (71.4%), followed byp-cymene (8.3%) angterpinene (5.9%)Cumin
alcohol represents 44.3% of the essential oils.ofekticillata, y-terpinene (18,1%), limonene
(14,2%) and thymol (10,8%0).he major compound &. longawas aromatic tumerone (35%),
Curlone (14,2%) and tumerone (11,8%). The esdeatis of T. ciliatus exhibit a good
antimicrobial activity againstStaphylococcus aureugl2.5 to 13.83 mm),Listeria
monocytogenegl3.83 to 22.5 mm)Escherichia coli(13.79 to 14.67 mmand Salmonella
Thyphimurium(15.67 mm). These essential oils had also a good activity agée hydroxyl
radical (IGo=0,00221mg/ mL), Oxygen Radical Antioxidant Capadt ORAC (1Go=1,19
mM Trolox/g), and also inhibited the activity oftbcenzymes acetylcholinesterase and alpha-
amylase. On the other hand the anti-radical agtofitthe essential oils oA. verticillatawere
effective against DPPH (Ko=0,0422mg/mL), ABTS (16=0,0013 mg/mL), TBARS
(IC50=0,0279 mg/mL). But the most powerful effect waste®: (IC50=0,522mg/ml). lthas a
good reducing property and ability to protect the liposomal mean®es
againstlipid peroxidation(ICs¢=0,299 mg/mL). The essential oils 6f longahad a good
capacity of lipoxygenase inhibition (360,013 mg/mL). The anti-tumor activity of. ciliatus
against cancer cells THP-1 was higher thharverticillata These essential oils showed an

interesting biological properties that should beestigatedn vivo.

Keywords : Essential oils Ammoides verticillataThymus ciliatus ssp. eu-ciliate€urcuma
longa— biological properties.

Abstract
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Introduction

Les aliments frais et/ou transformés peuvent &iposes a la contamination microbienne au
cours de leur production, manipulation et leurribstion (Deak et Beuchat, 1996Cette
vulnérabilité des aliments vis-a-vis des altéraioncrobiennes a conduit les acteurs du secteur
agro-alimentaire a faire usage, d’'une maniére gspg&iématique, de produits chimiques de
synthése dont le grand public se méfie de pludwn p

Cetteméfiance est amplifiée chaque fois que I'on nealisppas d’assez d’informations
ou de recul vis-a-vis d’'un additif ou d’'une subs&chimique utilisé a cette fin. L'innocuité et
I'efficacité absolues de telles substances sontweérieé relative.

Par ailleurs, le développement de l'antibiotésise des microrganismes est un autre défi

permanent qui préoccupent les spécialistes dugedtéela santé.

Depuis les crises subies par les filieres bovirteavieoles, le consommateur a acquis une
maturité et une prise de conscience sur la forda li@son entre la qualité de son alimentation

et sa santé, et il exige de plus en plus un pratiuite qualité sanitaire irréprochable.

Le stress oxydatif généré par I'activité radicaales produits de peroxydation lipidique

constitue un facteur de risque important dans \eld@pement des maladies dégénératives.

Le développement de nouveaux agents de lutte clastrgermes d’altération des aliments, le
stress oxydatif, ainsi que contre I'antibiorésiseades microorganismes responsables de toxi-

infections revét une importance capitale.

L'utilisation des plantes aromatiques remonte a wsps trés lointains de I'histoire de
’humanité est une pratique antique nos jours, le recours a ce type de remedeegjuéja
tres répandu en Afrique et chez certaines populstidAmérique du Sud, est en nette

recrudescence un peu partout dans le monde.

Actuellement I'Organisation Mondiale de la Santdéi&) estime qu’environ 80% des
habitants de la planete ont recours aux médediadgionnelles a base de plantes en tant que
soins de santé primair&i(shnaiah eal., 2011 ; Bakchiche etl., 2013.

La biodiversité de la flore végétale est un argunmesieur justifiant I'exploration de la
composition des plantes et I'exploitation des pkdps biologiques des substances d’intérét

pharmaceutique, médicinal, agro-alimentaire, vooemeétique, également, qu’elles recelent.
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L'utilisation accrue des huiles essentielles eét Ia leur large spectre d’activités
biologiques reconnue<{manga, 200 Ainsi, les huiles essentielles et leurs comptesan
actuellement employés comme arbmes alimentairgség@aement connus pour posséder des
activités antimicrobienneanti-fongique, anti-parasitaire et insecticideuit, 2004 ; Bakkali et
al., 2008 ; Miguel, 2010et pourraient donc servir d'agents de conservaties denrées
alimentairesQussalah eal., 2007 ; Djenane &il., 2019.

La flore algérienne d’intérét médicinal, pharmawmpig ou autre n’est pas tres bien
connue et inventoriée sur le plan botanique etpstrsur le plan de la compaosition chimique.

Les propriétés biologiques de ses constituantemig généralement, pas toutes bien élucidées.

A cet effet et dans le cadre de la valorisationqdelques espéces aromatiques et
meédicinales poussant a I'état spontané dans lanétg Tlemcen ou encore pouvant y étre
introduites dans un objectif de développement daraimus nous sommes proposés d’explorer
les activités biologiques des huiles essentieliggmikes deThymus ciliatusssp.eu-ciliatus

Ammoides verticillatat des rhizomes déurcuma longaommercialisées en Algeérie.

Ce manuscrit comporte trois chapitres :

- Le premier chapitre est consacré a une synthds@draphique sur les plantes
médicinales, la classification des plantes étuditdmtérét des huiles essentielles;

- Le second chapitre décrit la méthodologie uipéur I'extraction des huiles essentielles,
les dosages spectrophotométriques, les tests dtactantioxydante, antimicrobienne,
antiproliférative, anti-inflammatoire ; ainsi queyr I'analyse par la chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de nERE&eNIS);

- Le troisieme chapitre est consacré a la ptésen et a la discussion des résultats.
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Chapitre | : Plantes médicinales et huiles essenlies
l.1. Les plantes médicinales

L’organisation mondiale de la santé (OMS) défimimédecine traditionnelle comme
une meédecine comprenant « diverses pratiques, @pgBp connaissances et croyances
sanitaires intégrant des médicaments a base déeglatianimaux et/ou de minéraux, des
traitements spirituels, des techniques manuelleseaftices, appliqués seuls ou en association
afin de maintenir le bien étre et traiter, diagitpstr ou prévenir la maladie(lRobard, 2004

L'utilisation par I'homme des plantes médicinalesup se soigner date de plusieurs
millénaires. Elles représentent un aspect trés itapbdans I'histoire de la médecine et ont

énormément contribué a I'’évolution de la médecioeenne (elefo etal., 2019.

Les plantes médicinales sont donc les plantes upaient une activité pharmaceutique
pouvant conduire a des emplois thérapeutiques,gtétae a la présence d’un certain nombre
de substances actives dont la plupart agissertosganisme humairfNaghibi etal., 2009.
Elles sont utilisées en pharmacie humaine et watiée, en cosmétologie, ainsi que dans la
confection de boissons, soit nature ou en préparajalénique, soit encore sous forme de

principes actifs, le tout pour I'obtention d’effetsratifs(Babulka, 200Y.

Cependant, le potentiel des plantes comme sourmes lp production de nouveaux
médicaments est largement inexplol&aburger & Hostettmann, 199&u égard au nombre
d’especes de plantes supérieures (angiospermegrgtogpermes) sur la planete estimé a

250000 Kong etal., 2003. En effet, sur ce nombre, seulement 6% ont &&gepour leur
activité biologique et 15 % ont été évalués synldm phytochimique\(erpoorte, 2001

Pour cette raison, l'intérét pour la médecine tradnelle est toujours croissant. Il en
est de méme pour I'expérimentation scientifique gupris un essor vertigineux et qui a
permis d’isoler plusieurs substances doriginesumedies et de leur trouver des vertus
thérapeutiques. C’est le cas de I'Aspirine (acidéty salicylique) isolé initialement des
feuilles et des écorces @&alix albal. (Salicaceae)(olegate & Molyneux, 1993 de la
Galegine (agent antihyperglycémiant) isoléGhdega officinalisL. (Fabaceae). La Galegine a
servi de modele de synthese de la Metmorfin et ttBaumédicaments antidiabétiques
(Sneader, 1985
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A I'heure actuelle, plusieurs chercheurs ont obt@mpartir des plantes médicinales, des
substances nécessaires a la création de nouveédicaments. Parmi ces plantes, nous
pouvons citerMansonia altissima(Sterculaceae), dont la mansonine demeure le ipahc
composé purifié pouvant étre utilisé dans le traéet des affections cardiovasculaires
(Guédé-Guina «tl, 1999.

I.1.1. Les métabolites secondaires des plantes

Nous connaissons actuellement plus de 250008ces végétales. Celles-ci produisent
un large éventail de substances chimiques de stasctvariées comme les métabolites
primaires et secondaires.

Les métabolites primaires sont des produitssigtitectement des photoassimilats, qui
participent a la structure de la cellule végétalesiagu’a son fonctionnement de base
(Hopkins, 200% Ces composés sont classés en quatre principauspoag, les glucides, les
protéines, les lipides et les acides nucléiques.opposition, les métabolites secondaires ne
sont pas produits directement lors de la photogggthmais sont synthétisés a partir des

métabolites primaires et résultent de réactionsichies ultérieuref_ucienne, 201))

Les produits du métabolisme secondaire gui émis en tres faible quantité, sont d’'une
grande variété structurale. Ces composés marquennahiere originale, un genre, une
famille ou une espéce de plante et permettent igadfétablir une taxonomie chimique. Les
métabolites secondaires font I'objet de nombreusekerches, ils ont un intérét multiple et
sont mis a profit aussi bien dans l'industrie alaére, cosmétique que pharmaceutique
(Chaouche, 2004

Ces métabolites sont retrouvés dans toutes leepale plantes, mais ils sont distribués
differemment selon leurs réles. Cette distributianie d’une plante a I'autre. Les principales
familles de métabolites secondaires trouvées aweplantes sont:

- Les alcaloides, des molécules renferment un atdiaeote dans la structure. lls sont
synthétisés a partir d'acides aminés. On citeradatine, I'atropine, la codéine et la lupinine.

-Les terpénes sont des dérivés de l'isopremEd)t ont pour formule de base des multiples
de celle-ci (GHs)n. En fonction du nombre n, on peut distinguer lematerpénes (n = 2), les

sesquiterpenes (n = 3), les diterpénes (n = 4xdserpénes (n = 5), les triterpénes (n = 6) et
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les tétraterpenes (n = 8). Parmi les terpéneslissimportants, on trouve:d-pinene, le 13-

pinene, le>-3-carene, le limoneéne, le caroteBel(neton, 200R

- Les composés phénoliques regroupent plusieussesdachimiques qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure aiains un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’'un nombre variable de fonctiomgdroxyles (OH). Il existe de
nombreuses classes de ces composés : acides pHiEvolsddes, coumarines et tanins. Ces
structures peuvent également étre acylées, glyesyke qui donne une grande variété de
structures.

D’un point de vue biosynthese, les condggshénoliques peuvent étre engendrés par
deux voies métaboliques : la voie du shikimateglles courante, qui conduit entre autre a la
formation des acides phénoliques, des flavonoitidse®lignanes; et la voie des polyacétates
qui est a l'origine de composés polycycliques tple les coumarines, les xanthones et les

guinones Bruneton, 200
1.1.2. Mode d'utilisation des plantes médicinales

Pour assurer I'action du médicament, il est nédesda traiter la plante, de la transformer
pour en tirer la substance ayant une action spéeifi Etant donné la multiplicité des
composants constituant les principes actifs de whaggante et la spécificité d’action de
chacun d’entre eux, il a été nécessaire d’élatdesrméthodologies diverses, qui permettent,
selon le but recherché, leur extractid®®es manipulations sont au nombre de quatre: la

décoction, la macération, I'infusion et I'extractides sucéChiej, 1983.
[.1.3. Récolte et conservation des plantes méuhales

Les propriétés pharmacologiques des plantes mathksiiépendent essentiellement de
la région de production, de la période de récalés, techniques de cueillette et des modalités
de conservationT@bleau ). La connaissance de ces conditions doit toujétres présente a
I'esprit afin de garantir la qualité des produitsde protéger leur source de production. Par
contre la négligence de ces données a contribug, @aucoup a faire tomber les plantes a
plusieurs reprises, dans le discréditalnet, 200).
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Tableau 1 Récolte, séchage et conservation des pldhtaset, 200).

Partie de la plante Cueillette Séchage Conser
ation

Racines a l'air sec

Racines charnues a l'étuve

Racines mucilagineuses au four

Racines vivaces Au printemps

Racines des plantes | En automne
annuelles et

bisannuelles

Ecorce des plantes Quand il a acquis une certaine

annuelles et épaisseur et se sépare facilement
. >
bisannuelles du corps L =
_ Au soleil ou & &
Ecorce d’arbre En hiver ) =,
: I'étuve 2
Ecorce d’arbrisseau En automne =
>
Ecorce de résineux En printemps S
: o
Bois o
Fleurs Au début de leur A l'ombre et a
épanouissement atmospheére seche
Les fleurs de rose se cueillent ¢n
boutons
Feuilles Avant la floraison
Semences Quand la plante se desséche
Tiges En méme temps que les feuilles  Au soleillans
Feuilles épaisses une serre a 30-
35°C
Bourgeons Au début du printemps
Fruits Un peu avant compléte maturité
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[.1.4. Plantes étudiées

Dans le but de la recherche de plantes dotéesogeigtés biologigues intéressantes, il est
préférable de ne pas baser le choix des plant&sidier sur le seul hasard, mais de les
circonscrire selon divers criteréables.Parmi ces dernier¢e plus utilisé est celui de leur
emploi en médecine traditionnelle ou populaire wplorise I'expérience accumulée par les
autochtones. Pour cela, trois plantes, a savbymus ciliatus ssp. eu-ciliatudmmoides
verticillata et Curcuma longaont été choisies.

1.1.4.1. Thymus ciliatusssp.eu-ciliatus Maire
1.1.4.1.1. Présentation de la plante

Le mot «thym » provient du terme grec « Thymos pgignifie « odeur ». Son parfum est
agréable, fort, frais et balsamiquees philosophes de la Rome Antique avaient coutdene
boire une infusion de thym avant de commencenailiar car en tant que stimulant, il agit a
la fois au niveau de la psyché, éveillant l'ingghce, et améliorant la mémoire et la capacité
de concentration, en cas de fatigue mentale, éssstde surmenage et au niveau physique,
activant la circulation artérielle, augmentant &ndion, tonifiant le foie, améliorant la
digestion, renforcant les défenses immunitajFesdrini & Lucheroni, 1996

Le thym est largement utilisé en qualité de plaatematique dans les préparations
culinaires tels que les soupes, les sauces eidadas(Reddy etal., 1999 et en particulier

dans la cuisine méditerranéer{fechard efal., 1989.
Noms vernaculaire

Plusieurs appellations déaymus ciliatusnt été reportées dans la littératurel{leau
2).

Tableau 2:Les différentes appellations déymus ciliatus.

Nom Francais Thym (Trabut, 193}

Zaitra Quezel & Santal963.

Zaateur (rabut, 193%

Nom berbere DjertilTrabut, 1935 ; Quezel & Sant963.

Nom arabe
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1.1.4.1.2. Description botanique

Habituellement, les plantes de la famille des Ladés sont annuelles ou vivaces quoique
les arbrisseaux et les plants a troncs soient aepsésentés. Elles possedent des tiges
guadrangulaires et des feuilles généralement oppdséezel et Santa, 19530n estime aux
alentours de 200 genres et 5600 espéces. L'odenratique est généralement présente et

caractéristique a la famill&s(imn-Lacy & Kaufman, 2006

Le genreThymusregroupe aux alentours de 215 especes entre Bedatsub-arbrisseaux
(De Lisi etal., 201), La région de la Méditerranée peut étre décitmroe le centre de ce
genre El Ajjouri et al., 2008 ; Amarti etl., 201). Ce genre est représenté par onze espéeces
dans la flore d’AlgérieHlazzit etal., 2009.

a. Caracteres botaniques

SelonAmarti etal. (2010) Thymus ciliatugDesf.) Benth. est un arbrisseau de petite taille,
mais pouvant former des touffes bien étalées swolefig. 1) ; les feuilles florales sont
différentes des feuilles caulinaires, en généretefoent dilatées a leur portion inférieure.
Rencontrée dans les broussailles, matorrals, dustrais calcaires et siliceux et sur sols
rocailleux et bien drainés. Cette espéce est empléndu nord d’AfriqueBousmaha-Marroki
etal., 200 comme elle est adaptée aux périodes chaudeshs€tahl-Biskup & Saez,
2002.

Quezel & Sant41963 ont mentionné que cette espé&egroupe trois sous especesu:

ciliatus Maire, coloratus(Boiss. et Reut) Batt. @iaumbyanugBoiss. et Reut) Batt.

Figure 1: Thymus ciliatugDesf.) Benth. de la région de Tlemcen (photo og&tg).
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b. Systématique delrhymus ciliatus

Selon Quezel & Santa (1963)a classification qu'occup&hymus ciliatusssp. eu-
ciliatus dans la systématique est la suivante:

Embranchement..................... Phanérogames

Sous Embranchement............. Angiospermes

Classe......cocoovviiiiiiiiiie, Eudicots

Sous Classe.......................... Astéridées

Ordre....coooiiiiiiii, Lamialles

Famille...........ccoiiiiiin . Lamiacées

GeNIe... i Thymus

ESpece ....cooviiiiiiiii Thymus ciliatus

SOUS ESPECE.....cvvvivireenanannns Thymus ciliatusssp.munbyanugBois et Reut.) Batt.

Une légere modification a été enregistrée danslaelle classification mentionnée par
Dobignard & Chatelain (2012)

Embranchement............. Tracheophyte

Sous Embranchement...... Spermatophyte

Classe.......................... Magnoliopside

Sous classe................... Asteridées

Ordre ..............ceceveveev... Lamialles

Famille ......................... Lamiacées

Genre ... Thymud..

Espece ........................ Thymus munbyanugoiss. & Reut.

SOUSEeSpPeCe .........evennn. Thymus munbyanwsibspciliatus (Desf.) Greuter & Burdet

[.1.4.1.3. Utilisations médicinales

Le genreThymusenglobe de nombreuses espéces et variétés etfgosiion chimique
des huiles essentielles de plusieurs especes gence a été fortement étudiég(ari etal.,
2011 ; Albayrak et Aksoy, 2013 ; El Abedadt, 2019. Les huiles essentielles de plusieurs
espéeces de thym ont déja prouvé leurs efficacitdediques (epe efal., 2011 ; Costa «dl.,
2012 ; Giweli etal., 2013 ;Hyun etal., 2019 A part quelques rare étudesaizit, etal.,
2006 ; Bousmaha-Marroki et., 2007 ; Giordani edl., 2008 ; Amarti etl., 2010 ; Khadir et
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al., 2013, les informations scientifiques sur le potentiel Thymus ciliatuscomme agent
antimicrobien sont rares et beaucoup plus rares selles des activités antioxydant et
antiprolifératif comparé aux autres especes de th@mlon Bousmaha-Marroki etal.
(2007)cette plante est largement utilisée traditionnediehpour ses effets anti-spasmodiques,
diaphorétiques et stimulants.

[.1.4.2. Ammoides verticillata

1.1.4.2.1. Présentation de la plante

L’appellation dAmmoides verticillatalans notre pays est Nounkha ou N{nkha tirée du
nom Perse «Nankhah». En perse, «Nan» et « Khagnifisnt respectivement pain et goQt
parce qu’en Iran cette plante est utilisée, comroeate dans le pai(Baytop & Siltlipinar,
1989.

La saveur de cette plante est fortement aromatgjugquante. Son odeur agréable,
diffusible, intense et balsamique est persistar@menapres dessiccation. Les graines de cette
plante sont tres utilisées dans les préparatiolsaies (pain, réti, légumes, soupes) grace a
leurs ar6mes fortsApdelouahid & bekhechi 2002Par ailleurs, elles rendent plus digestes les
légumineuses, les haricots secs et les lentillkss Bont souvent mélangées a d'autres épices
pour atténuer leur saveur ameBoylos, 1983 En Algérie, cette plante jouit d'une grande
faveur populaire. En effet, elle est particulieraei&es utilisée dans la préparation de la
soupe d'escargotK@mbouche & E1-Abed 2003 Cette plante a également un pouvoir
antioxydant et est recommandée comme une soureatpite d'antioxydant naturéMehta
etal., 1994 ; Mehta & Zayas, 1905

Noms vernaculaire

Cette espéce est surtout connue dans le mondéesansms mentionnés dangdéleau

3.
Tableau 3:Les difféerentes appellationsAthmoides verticillata.
Nom Francais AjowanBekhechi etl., 2010
Taleb El KoubsI{larayana eal., 1967
Nom arabe : :
Nounkha, NUnkhaT(rabut, 1935 ; Abdelouahid et bekhechi 2D02

Chapitre | : Plantes médicinales et huiles essehliéie



1.1.4.2.2. Description botanique

a. Caracteres botaniques

Le genreAmmoidesappartient a la famille des Apiacées. Elle posgsmtanément en
Egypte et en Afrique du Nord (Maroc, Algérie et i@ ainsi qu'en Asie (Inde, Iran et
Pakistan). Cependant, les principaux pays cultivatsont 1'Egypte, I'lran et surtout I'Inde
(Khajeh etal., 2004 ; Bekhechi etl., 2010.

Ce genre regroupe 2 especes qui semmoides verticillatéDesf.) Brig.et Ammoides
atlantica(Coss. et Dur.) Wolf.

Selon Quezel & Santa (1963)cette espéce végétale qui pousse spontanément est
annuelle, a souche filiforme, a tiges ramifiéesl@lie- 40 cm, sans rosette de feuilles basales.
Feuilles inférieures pétiolées sont & nombreux sagsnmultifides verticillés, les supérieures
pennatifides sont a segments linéaires. Les ontbpli@acipales sont a 8 - 15 rayons. Fruit
ovoide est de moins de 1 mm de loRg( 2. On la trouve généralement dans les champs, les

pelouses, les montagnes et les foréts.

Figure 2 : Ammoides verticillata< photo originale »

b. Systématique dAmmoides verticillata

Selon Bekhechi etal., (2010 A. verticillata (Desf.) Brig. est botaniquement connu sous
plusieurs synonymesA. pusilla(Brot.) Breistr.;Carum ammoidef..) Ball; C. copticum(L.) Benth.
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& Hook.; Petroselinum ammoidggV. D. J. Koch) Rchb.f.Ptychotis ammoided..) Koch; Ptychotis
verticillata Desf. ex. DubyTrachyspermum amr{iL.) Sprague ex. Turrill.; €f. copticun(L.) Link.

Selon la clé de détermination botanique @eezel & Santa (1963)Ammoides(ou

Ptychotis) verticillataest classée comme suit :

Embranchement ............. Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement ....... Angiospermes

Classe .....cooovviviiiiiiinnn, Eudicots

Sous-classe ....................Astéridées

Ordre ...............eeeevnn... Apiales

Famille ......................... Apiacées

Genre .......................... Ammoides Adanson (ou Ptychotis Koch)
Espece ......................... Ammoidegou Ptychotis) verticillata(Desf.) Briqg.

Dans la systématique portée parbignard & Chatelain (2011& modification a été

enregistrée uniguement au niveau de I'espéce coslimapparait comme suit :

Embranchement ..., Tracheophyte

Sous Embranchement .......................... Spermatophyte

ClassSe ....ovvieiie i Magnoliopside

SOUSClAaSSe ...c.ovviiiiii i Asteridées

Oordre ....cooiiieei i e Apliales

Famille ... Apiaceae Lindl.

GENIE o Ammoides Adans.

ESPECE .o Ammoides pusilléBrot.) Breistr.

[.1.4.2.3. Utilisations médicinales ddmmoides verticillata

Ammoides verticillatast une plante qui possede de nombreuses et pésiptopriétés
médicinales(Ambasta etal., 19869. Elle est considérée surtout comme une panacée
(Kambouche etl., 2003. En effet, c'est une espece aromatique utilisée @idbrifuge
(Ziyyat et al. 1997, conseillée contre la grippe et posséde des igtéprthérapeutiques
contre I'hypertensiomAftab etal., 1995 ; Ziyyat eal., 1997, le diabéte {iyyat etal., 1997 ;
Bnouham etl., 2007 ; Bnouham etl., 2010. Cette plante posséde également des propriétés
antiallergique, anthelminthiqueantivirale (Grosjean, 200§ antibactérienne, antifongique
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(Abdelouahid & Bekhechi, 2002 Laouer et al., 2003 ; Laouer etal., 2009 et
hypocholestérolémianté\(rawala & Pant, 1986

Elle a également un effet expectoraAtmpasta etal., 198§, antalgique Grosjean,
2009, carminatif, digestif Baba Aissa, 1999Schirner, 200) et diurétique Boskabady &
Shaikhi, 2000 ; Felidj eal., 2010Q. Elle est utilisee comme apéritif, emménagogiebg
Aissa, 199Y et dans le traitement du vitiligo en Egypteelekhdar, 1991 En outre, Les
graines d'’Ammoides verticillatasont utilisées communément comme remede en cas de
colique, de diarrhée, de dyspepsie, de complicati@pato-biliaires de choléra, d'asthme et
de troubles intestinauxsthirner, 200¥ide vomissements, de troubles du tractus urindées
la dilatation des bronches et conseillée commegésajue Boskabady & Shaikhi, 2000

Cette plante est utilisée comme compresse soie sail imbibée d’alcool ou d’acide
acétigue et mélangée avec le henné pour guérentsts débiles mentalesapuer etal.,
2003.

Une enquéte thérapeutique a été realisé@planechi (2009)aupres des herboristes et
des gens de la campagne de la région de Tlemcerinlogmations recueillis ont montré que
cette plante est utilisée dans un cadre culinatresirtout thérapeutiquesableau 4.

1.1.4.3.Curcuma longa
1.1.4.3.1. Présentation de la plante
Originaire d'Inde et d'Asie du Sud, le curcumacestivé dans toute I'Asie du Sud-Est.

On le multiple par bouturage de la racine sur aés Isien drainés et sous un climat humide
(Iserin, 200).

Ces plantes portent de larges feuilles lancéokssemblant aux cannas, pouvant former
de grosses touffes d’environ 1 m de hauteur, gpédsgsent généralement pendant la saison
séche tropicale et exhibent de courts épis dredeépetites fleurs aux couleurs souvent
éclatantes, ou jaune paleogp, 20089.

Noms vernaculaire

Le tableau Gndique les différentes appellations dans le mateleurcuma longa
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Tableau 4 : Enquéte thérapeutique effectuée au niveau de lerrége Tlemcen sur
Ammoides verticillatéBekhechi, 200p

Parties utilisées

Indications

Mode d'emploi

Plante entiére

Fievre
Rhumes grippes
Maladies broncho-

Bouillir de I'eau avec la plante, mettre une
serviette sur la téte, et inhaler les vapeurs
dégagées. Ensuite, boire une tasse de cette

pulmonaires décoction filtrée avant de se coucher.
Fiévre typhoide

Antipyrétique

Dépuratif Décoction ou infusion

Antispasmodique
Affections rénales

Régles douloureuse

Infusion

Régulateur dermiqug

~
P
n
L

Décoction

Asthme
Douleurs gastriques
Parasites intestinau

Mélanger la plante lavée, séchée et broyée ave
miel. Prendre 1 a 2 cuillerées par jour.

cdu

Céphalée migraines

Décoction ou infusion avec un citron. Boire une
tasse le soir avant de se coucher.

Sinusite

Mettre la plante dans de I'eau bouillante, laisse
infuser, ensuite mélanger avec du henné et me

[tre

sur les endroits atteintes (Sinus osseux de 13.face

Rafraichissante

Faire une décoction avec une tranche de citron
laisser refroidie puis mettre au réfrigérateur (®&o
comme une boisson rafraichissante).

Feuilles
et

fleurs

Condiment culinaire

Ajouter ces parties de la plante broyées dans d
soupes ex: soupe d'escargot.

Conserve plus longtemps les aliments et empé
la formation des moisissures, ex : les olives.

Feuilles

Irritations dermiques
Abces --furoncle

Faire bouillir dans tres peu d'eau, une poignée
feuilles fraiches. Lorsque le liquide est presque
complétement évaporé, mettre les feuilles cuite
sur une serviette et les écraser pour en supprin
le suc. Laisser refroidir le cataplasme, puis
I'appliquer sur la partie atteinte.

er

Racines

Diarrhée

Faire bouillir pendant 20 minutes dans un litre
d'eau des racines séchées au soleil. Filtre la
décoction, la sucrer avec un peu de miel et laeb
en trois fois au cours de la journée.

Diurétique

Mettre dans un litre d'eau bouillante des racines

Filtrer, quand l'infusion est devenue tiede, sucre

avec un peu de miel. Consommer le tout dans |
journée.

i
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Tableau 5 :Les différentes appellations @arcuma longa

Nom Erancais Curcuma, Safran des Indekspép, 2008 ; Iserin, 2001
¢ souchet de Babylone, terre-mérit@ép, 2003

Nom Anglais Turmeric§harma eal., 2005 ; Ravindran &ll., 2007

Nom arabe KurkumL(ap, 200%

Nom berbere Zarounbadr@but, 193%

1.1.4.3.2. Description botanique

a. Caracteres botaniques
Curcuma longaest une plante vivace atteignant un metre, pérpanason rhizoméfig.
3A). Les rhizomes principaux de forme ovoide fourmssele Curcuma rond et les
secondaires I€urcumalong. Epais, écailleux, se ridant par dessiccatioes rhizomes sont
d’'une couleur jaune orangé en section, gris brenéir surface. Une odeur aromatique se

dégage apres section du rhizoel@veau, 1987

Ses feuilles, trés longues, oblongues a elliptiqungainantes, possédent une puissante
nervure axiale et des nervures secondaires paai&bullard, 200). Les gaines des feuilles
forment une pseudo-tige courte, les limbes sont farcé au-dessus, vert trés clair en

dessous, criblés de points translucides 8B).

Au sein des feuilles s’éleve l'inflorescence cangte d’'un épi cylindrique atteignant 20
cm de long. Celui-ci est formé de bractées imbregueert fonce et stériles, a laisselle
desquelles naissent les fleurs blanches ou jaynétre pour chaque bractée. Seules les
bractées sommitales, roses, sont de plus bel(&ffeBA) (Boullard, 200).

Les fleurs possedent :
- un calice tubulaire, court, présentant 3 derdgates ;
- une corolle tubulaire a sa base, puis diviség letes jaunes inégaux ;

- des étamines dont une seule fertile, bifide,thare présentant un large éperon

courbé a la base ;

- un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’'unlstterminé par un stigmate simple
et en crochetfig. 3B) (Hombourger, 2010
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Figure 3 : Dessin représentant la plante entiere (A) et Il@rdntes parties (B)
deCurcuma longgHombourger, 2010

b. Systématique deCurcuma longa

Selon IEuro+Med (2006)Curcuma longgpeut étre classé comme suit :

Régne ......cooviviiiiiiiie, Planta.
Embranchement................... Magnoliophyta.
Classe.............ceeveeveenen ... Liliopsida
Ordre....ovviiiiii i Zingibérales.
Famille.............coooiiiinn. Zingibéraceée.
Genre......oooviii Curcuma.
Espece.....ccovvviiiiiiiiiinin, Curcuma longa
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[.1.4.3.3.Utilisation en médecine traditionnelle

Le Curcumaétait tres estimé des anciens indo-européens pdaimiture d’'un beau jaune
doré qu'on en tirait. Toutefois, son importance mpbétre humain s’est vraiment révélée
lorsqu’on a découvert, il y a longtemps, qu’ajoat& aliments le rhizome réduit en poudre
permettait d’en conserver la fraicheur, la sapiditda valeur nutritive et comme un bon
additif alimentaire. C’est précisément ce pouvqu,on lui attribuait jadis de préserver la
fraicheur des aliments, qui sert aujourd’hui de étedpour I'étude de ses applications
possibles dans le domaine des soins de sho&®(2008.

La médecine traditionnelle représente un terraitildeet une source d’exploration de
nouveaux médicaments. La curcumine est, de cdiigamae, un colorant naturel jaune obtenu
du rhizome du safran des IndeSukcuma longaLinn» (Bharat etal., 2008 ; Song edl.,
2009. Elle a été longtemps considérée, dans le mondererdomme une substance

alimentaire fonctionnelle en raison de ses progsiéanitairesimedia etal., 2009.

Outre son utilisation dans la cuisine Indienne ent tqu'un colorant alimentaire et
conservateur, l€urcumaest utilisé en médecine ayurvédique pour traimdmbreuses
affections Bharat etal., 2009, vu sa richesse en composés phénoliques a sksir
monoterpénoides, sesquiterpénoides et les curcideBdang & Eisenbrand, 19%2le
Curcuma peut étre utilisé aussi pourle traitement dege®tichroniques, contre les
manifestations allergiques et contre les manifestatinflammatoires Hortes, 200B; les
troubles digestifs et les flatulendggngh, 200). antiémeétiques, antiulcéreux,
antispasmodiques et antidispeptiq(iesrtel, 2007 ; les affections broncho-pulmonaires :
antiasthmatiques, antitussifs et expectorétstel, 2007 ; les troubles génitaux féminins,
comme «régulateur» : antiabortif, emménagogue g@ulaéeur de la menstruatighlurtel,
2007 ; les maux de téte et rhum@#&/ichtl & Anton, 2003 ; les infections des yeux, de la
peau, l'arthrite, acnés, entorses, blessures, gaanet autregSingh, 200Y; en tant que
cicatrisant dont il accélere significativement laégson des blessures et renforce la

cicatrisation des plaies chez les diabétig@&sanbari eal., 2009.

De plus, il a été démontré que les composantSuteuma longa Linront des activités
fongicides (Kim et al., 2003, insecticides(Chander etal., 1991; 199}, répulsives et
antiseptiquegJilani & saxena, 199@insi qu’un insecticidéChowdhury etl., 2000.
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[.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles n'existent quasiment gee tds végétaux supérieurs, les plantes
capables d’élaborer les constituants qui compasEnhuiles essentielles sont connues sous le
nom de plantes aromatiques, réparties dans un monmmité de familles, exemple
Myrtacées, Lauracées, Rutacées, Lamiacées, AstSradpiacées, Cupressacées, Poacees,

Zingibéracées, Pipéracées, eRruheton, 1990
[.2.1. Localisation des huiles essentielles

Il n'existe pas de regle générale concernant kesxlid'accumulation des métabolites
secondaires telles que les huiles essentiellesldaganisme végétalguignard etl., 1985.
Par contre, la plupart des huiles essentiellesegeuvent dans des glandes. Les structures
glandulaires et les cellules sécrétrices isoléas/gr@ se rencontrer dans tous les organes
végétaux, végétatifs et reproducteurs. Plusieutégoaes de tissus sécréteurs peuvent
coexister simultanément chez une méme espece, daime un méme organ&dgrneau,
2009). On les trouve dans les écorces (Cannelier), réesnes (Vétiver), les rhizomes
(Gingembre, Curcuma), les fruits (Anis, FenouildBae), le bois (Camphrier), les feuilles
(Citronnelle, Eucalyptus), les graines (Muscade)est boutons floraux (clou de Girofle)
(Belaiche, 1979; Paris & Hurabielle, 1981; Brunetb®99.

Les structures anatomiques spécifigues spécialistas la sécrétion des huiles
essentielles sont trés diverses: poches sécrétachizogéenes (Myrtacées) ou poches
sécrétrices schizolyzigenes (Aurantiacées), deawasécréteurs (Coniféeres et Apiacees),
poils sécréteurs (Lamiacées et Astéracees), etulellsécrétrices isolées (Lauracées,
Magnoliacées et PipéracéeB){neton, 1999; Ghestemadt, 2001 ; Combrinck eal., 2007 ;
Karray-Bouraoui etl., 2009 (Fig. 4). Cette huile essentielle doit étre rapportée atenel
botanique d'ou elle est issue dont la quantité& guklité different, pour cela il est nécessaire
de spécifier le nom de la partie utilisézi(neton, 1999 ; Perry et., 1999 ; Barry, 2001
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Figure 4 : Diversité des structures de sécrétion des hudssntielles. (A) : poil sécréteur de
Mentha pulegium (B) : trichome glandulaire ddentha pulegium(C) : trichome
glandulaire delLippia scaberrimaet (D) : structure de trichome glandulaire de
Thymus vulgari¢Combrinck etl., 2007 ; Karray-Bouraoui eil., 2009).

|.2.2. Facteurs de variabilités des huiles esserltas

Une huile essentielle reste modulable en fonctes leksoins particuliers de la plante. Sa

composition donc n’est pas statiqie(neton, 1987 ; Permgt al, 1999.

L'influence des facteurs environnementaux, commtemapérature, I'humiditéBoira et
Blanquer, 1998; Pala-paul ei., 2001) la durée totale d'insolation, le régime de vents
(Bruneton, 199§ l'altitude, latitude fAzevedo efal., 2001; Oliveira etl., 2009 et la nature
du sol Qliveira etal., 2005; Peng & Yang, 2005; Zheljazkovatt 2009 sur la composition

chimique et le rendement des huiles essentieké décrite.

Certains auteurs ont étudiés d'autres facteursqedsle cycle végétatifi(teau egl.,
2002; Schwob edl., 2004; Yayi etl., 2004; Jordan etl., 2006; Sefidkon etl., 2007, I'age
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et I'organe végétalSkoula efal., 1996; Silvestre adl., 1997; Mockute & Judzentiene, 2003;
Laouer, 200} la période de récolteA(igelopoulou etal., 2002; Cavaleiro eal., 2003;
Madeira etal., 2005; Randrianalijaona at. , 2009, les parasites, les virus et les mauvaises
herbes §mallfield, 200) et ont trouvés qu’ils ont une influence sur ledement et la

composition chimique des huiles essentielles.

La composition chimique des huiles essentiellescedaines plantes peut varier a
l'intérieur d’'une méme espece. En effet une méraatplaromatique, botaniquement définie,
synthétise une essence qui sera biochimiquemeférefite en fonction du biotope dans
lequel elle se développera ; ces variétés chimigaas communément appelées chémotypes,
types biogénétiques, races chimiques ou racesdiples. Biochimiquement différent, deux
chémotypes présenteront non seulement des actihiéeapeutiques différentes mais aussi
des toxicités tres variableBgudoux, 199). La non-connaissance de cette notion capitale et
le manque de précision laissent la porte ouverkeéahecs thérapeutiques et a la toxicité de
certaines d’entre ellesfouer, 2001

Le rendement et la composition chimique des huglesentielles varient également en
fonction de la méthode d’extractiomh@jeh etal., 2004 et 2005; Viljoen eéal., 2006;
Sefidkon etal., 2007. D’'un autre c6té, la durée de séchage affectsi dnmsn le rendement

gue la compositionY(ayi etal., 2009.

Les conditions principales requises pour une prodiicrentable en huile essentielle
sont : un bon matériel végétal, la variété de &g, le sol, I'équipement de distillation et le
climat (Smallfield, 200).

1.2.3. Réles des huiles essentielles dans la plante

Certains auteurs pensent que les huiles essestlaraient avoir un réle attractif vis-a-
vis des insectes pollinisateurs et favoriseraiémsida pollinisation ou bien pour repousser
d’autres nuisibles. lls affirment aussi que lesldaiiessentielles jouent un réle hormonal,
régulateur et catalyseur dans le métabolisme viégéteemblent aider la plante a s’adapter a
son environnemenBfuneton, 1999; Guignard, 2000 ; Miguel, 2D10

Belaiche (1979signale que I'utilité des huiles essentielles plegr plantes désertiques
est liée a la conservation d’'une humidité indispbles a la vie des plantes. Les vapeurs

aromatiques permettent de saturer 'air autouradgldnte empéchant, le jour, la température
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de l'air de monter jusqu’a un degré insupportaldarpa vie végétale et la nuit de baisser de

facon excessive.

D’'un autre coOté, les essences pourraient constituerimportant support dans la
communication allélopatique avec les autres plaetese d’autant mieux que leur variété
structurale autorise le transfert de messagesditples sélectiféBruneton, 1999 ; Ibrahim &
al., 2001 ; Bakkali eal., 2008)

En plus, les huiles essentielles agissent commelt@agentibactériens, antiviraux,
antifongiques, herbicides en plus elles peuvent ulesde comportement alimentaire des

herbivores en réduisant leurs appétits vis-a-visedeplantesfakkali etal., 2009.

Tandis queGuignard efal. (1985)considerent les huiles essentielles comme unesour
énergétique par une mise en réserve durant lepmurétre dégradés durant la nuit en Acétyl-

coenzyme A.

1.2.4. Activités biologiques des huiles essentiedle

La détection des propriétés biologiques nécesgaiue la survie des plantes est la base
dans la recherche de propriétés biologiques simdaipour faire face aux différents

déreglements de I'organisme humain et animiglgel, 2010).

[.2.4.1. Activité antimicrobienne

La premiere mise en évidence de l'action des h@tsentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par DelacraBu{noiseau, 2010 Depuis, de nombreuses huiles ont été
définies comme antibactériennési(t, 2009.

Leur spectre d’action est trés étendu, car ellessagt contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent dastegxes aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d’'une huile essentielle aitta et d’'une souche bactérienne a l'autre
(Kalemba & Kunicka, 2003

Plusieurs théories sont proposées pour expliguendeanisme par lequel les huiles
essentielles exercent leur activité antimicrobienba composition complexe des huiles
essentielles tend a prouver que cette activitéitsdtee a plusieurs mécanismes d’action
différents, liés a la nature chimique de ces comp(idkandamis eal., 2001; Carson «l.,
2002 ; Burt, 2004
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La plupart des mécanismes d’action sont attribuémt&raction des composants des
huiles essentielles avec la membrane celluf@enchaar eal., 2009. Les huiles essentielles
sont constituées de molécules lipophiles capables pénétrer la double couche
phospholipidique, leur accumulation entre les phospides entraine alors un changement de
conformation et un mauvais fonctionnement de la brame cellulaire, perturbant ainsi le
transport membranaires des substances nutrifivé&gema etal., 1994 ; Ultee eal., 1999.
Les huiles essentielles peuvent aussi perturbegrédient ioniqgue de la membrane
cytoplasmique ce qui diminue la stabilité membraemagt perturbe aussi le transport
membranaire. Mais certaines bactéries sont capatdescontrebalancer cet effet par
I'utilisation de la pompe ionique, dans ce cas faissance peut étre ralentit grace a
I'épuisement de I'énergie de la pomgeriffin et al., 1999 ; Ultee eal., 1999 ; Cox etl.,
2001). Un mécanisme d’action proposé paitee etal., (2002)implique le groupement
hydroxyle des phénols, comme le carvacrol, qui agigicomme un transporteur
transmembranaire des cations et des protons mamisalcet effet perturbe le gradient

ionique et le fonctionnement membranaire des @dlaticrobiennes

D’autres mécanismes d’action sont liés a la coaigmales constituants cellulaires par
la dénaturation des protéin@sustafson & Bowen, 1997Les huiles essentielles extraites de
cannelle et de lail peuvent inhiber l'activité enzatique des bactéries du rumen telle
'espece Enterobacter aerogenesD’autres huiles essentielles inhibent la croissan
microbienne par I'inactivation des acides nuclégjiglsamiglia etl., 2007.

L’action des huiles essentielles dépend aussi deatare des microorganismes ciblés.
Les bactéries a Gram positif sont plus sensibléscéion des huiles essentielles, par rapport
aux bactéries a Gram négatBuit, 2009. Cela peut étre expliqué par la présence de la
membrane externe chez les bactéries a Gram négligifreprésente en effet une barriére
capable de diminuer la perméabilité des composésopfiobegCalsamiglia etal., 2007.
Cependant, les molécules a faible poids molécut@mneme le thymol et le carvacrol peuvent
traverser cette barrier@lltee etal., 200). Il existe cependant quelques exceptions. Les
bactéries Gram négativéeromonas hydrophil@/Vanet al, 1999 et Campylobacter jejuni
(Wannissornet al., 2005 ont été décrites comme particulierement sensialéaction des
huiles essentielles. La bactérie reconnue commendans sensible a leurs effets reste

néanmoins la bactérie Gram négateaeruginosgDorman & Deans, 2000

La croissance des bactéries, résistantes et ndglgtantes aux antibiotiques, peut étre

inhibée par certaines huiles essentielles. Lesefulfagrumes, de lavande, de menthe, de
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genévrier, de l'arbre a thé, de thym et d’eucalypse révelent particulierement efficaces
contre les staphylocoques dorés résistants a kigitite (May et al, 2000 ;Tohidpouet al,
2010 et les entérocoqueassistants a la vancomycingigher et Phillips, 2009 Les huiles
essentielles, isolées de deux especes de thym dée,Chymus magnust Thymus
guinquecostatyssont également capables d’inhiber la croissareebactéries résistantes
comme Streptococcus pneumonja8amonella typhimuriumSalmonella enterediti®et S.
aureus(Shin & Kim, 2009.

Les activités antifongiques de nombreuses huilserglles, incluant les huiles de
thym, de citronnelle, de cannelle et de l'arbreha bnt été décrites pasurt (2004).
L’efficacité des huiles extraites des achillé&shilleafragrantissima(Barelet al, 199), A.
setacea A. teretifolia (Unlu et al, 2009 et A. milefolium (Candanet al, 2003, contre la

levure pathogén€andida albicansa également été mise en évidence.

1.2.4.1. Activité antioxydante

Un antioxydant est un réducteur, mais un réductgast pas nécessairement un
antioxydant. Les antioxydants peuvent étre définoireme étant des substances qui, présentent
a de faibles concentrations par rapport a un satbeiydable, sont capables de ralentir ou
d’inhiber I'oxydation de ce substrat par la libévatd’'un ou plusieurs électronBrfor et al.,
1999 ; Moon & Shibamoto 2009

Les antioxydants exercent leur protection a difiesestades d’oxydation et par
lintermédiaire de mécanismes différents. Une didton doit étre prévue entre une courte et
une longue protection de I'antioxydant par rapota cinétique de réactiortolovich et
al., 2002.

L’activité des antioxydants dépend non seulemeriedes caractéristiques structurales,
comme leurs réactivités chimiques envers les péscatyautres composes actifs, mais aussi
par plusieurs autres facteurs, comme leurs corat@nts, la température, I'obscurité, type de
substrat, I'état physique du systéme et égalemantes micro-composés agissant comme
pro-oxydant ou synergétiquéicin, 2012.

Certains antioxydants sont fabriqués par le corpsinge les enzymes, d’autres
proviennent de I'alimentation qui a une plus grahé&rogénéité comme les vitamines, les
minéraux et les métabolites secondaires (les co@ésppBénoliques). D’autres sont a la fois
synthétisés en faible quantité par I'organismepgtoatés par I'alimentation. C’est le cas par

exemple de la cystéine et la Coenzyme QAdkOrny efl., 200).
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Dans le cadre des aliments, les antioxydants péwdtem définis comme étant toutes
substances capables de retarder ou prévenir |dogg@esent du rancissement ou autres
détériorations de la flaveur dans les aliments @ubsxydation. L'addition des antioxydants
retardes la dégradation de la flaveur par prorbdatia période d’induction. Pour cette raison
'addition de ces antioxydants apres la fin deecgtériode d’altération est inefficace pour
retarder le développement de dégradatieni¢in etal., 2009.

Il y a actuellement, un regain d'intérét pour lesmposés phytochimiques comme
sources d’antioxydants naturels. L'objectif est l@s utiliser dans les aliments et les
préparations pharmaceutiques afin de remplaceamti®xydants de synthese, qui sont la
cause de risques potentiels pour la santé vu &ftets carcinogenes ou mutagenes Cren,
20049). De plus, ils sont moins bien absorbés par notres que ceux de sources naturelles
(Pelli etal., 2003.

Plusieurs études ont prouvé que de nombreuses lasentielles, comme les huiles de
cannelle, de piment, de laurier et d’origan, présnun pouvoir antioxydaniViantle etal.,
1998 ; Karioti etal., 2009.

1.2.4.1. Autres activités biologiques

En plus de l'activité antimicrobienne et antioxyttarmes huiles essentielles peuvent
exercer d’autres effets bénéfiques.

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour legilés essentielles d@rotium
strumosumProtium lewellynj Protium grandifolium(Sianiet al, 1999, en2007, Dordevic
et al ont prouvé lefficacité de I'huile essentielle descines deCarlina acanthifolia
d’inhiber I'inflammation induite par une injectiate carraghénane chez le rat.

Certaines huiles essentielles présentent destastianti-tumorales et sont utilisées dans
le traitement préventif de certains types de candehuile essentielle, isolée des graines de
Nigella satival., démontre une activité cytotoxique vitro contre différentes lignées
cellulaires tumoraledn vivo, elle limite la prolifération de métastases héapads et retarde la
mort des souris ayant développé la tumeur P8Ik (ek etal., 2007. L’huile essentielle de
Melissa officinalis s’est, quant a elle, révélée efficace contre delules de lignées
cancéreuses humaines, incluant les cellules leug@EniHL-60 et K5620e Souseaet al,
2004). Dans une étude faite €007, Legault & Pichetteont trouvé une augmentation
d’efficacité deo-humuléne, isocaryophyllene et paclitaxel assocékg-caryophyllene (un
sesquiterpene retrouvé dans les huiles essentadligdusieurs plantes) vis-a-vis de cellules

cancéreuse humaines.
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En étudiant I'effet des huiles essentiellesGyenbopogon flexuosifdlees ex Steud) sur
12 lignées de cellules cancéreuses humaidkesrma etl. (2009)ont obtenu des résultats
intéressants quelque saitvitro ou sur des souris.

D’autres applications médicales sont étudiées parmhi celle delafri etal., (2001)qui
ont prouvé la capacité de I'huile essentielle del@mome a limiter la formation d’ulcéres
gastriques induits par I'éthanol. Il a égalemeré démontré que les huiles essentielles
facilitent la pénétration transdermique de sub&tanmédicamenteuses lipophiles, comme
I'cestradiol (Vionti etal., 2009. Des travaux tentent également d’analyser leststies huiles
essentielles sur le comportemedtr(ezu, 1999ou d’évaluer la possibilité de les utiliser dans

la lutte contre I'addiction a certaines droguesnoe la nicotinedhao etal., 2005.
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Chapitre Il : Matériels et méthodes

II.1. Matériel végétal

[1.1.1. Choix des plantes

Les plantes étudiées ont été choisies essentigllesue la base de leur intérét et leur
fréquence d’emploi grace a I'enquéte ethno-phartogmue effectuée au cours de cette
étude auprés des tradi-thérapeutes, des herboeistiss personnes utilisant ou vendant les
plantes médicinales.

[1.1.2. Collecte du matériel végétal

A part Curcuma longales plantes de différentes provenances ont étéctées dans
leurs habitats naturels, durant les mois de Mai-di@¢ 'année 2010. Les parties des plantes
etudiées et les sites de récolte sont représeatésleiableau 6

Le matériel végétal fraichement collecté a été &éstr du papier a l'ombre, a
température ambiante et dans un endroit sec a tabthumidité pendant 8 jours jusqu’au
moment de I'extraction des huiles essentielles(er etal., 2003.

Tableau 6: Paramétres géographiques et bioclimatiques tesde collecte des plantes

Sitesde  Période de Parties ) ) Altitude Etage
Plantes i o Longitude Latitude S
Collecte récolte étudiées (m) bioclimatique
Zedigua Mai - Juin - Parties 1°10'46" 34°57'59" Subhumide
A. verticillata - . 690 .
(Tlemcen) 2010 aériennes 0] N froid
. Henaya Mai - Juin - Parties 1°2431" 33°5435%" Subhumide
T. ciliatus . . 539 .
(Tlemcen) 2010 aériennes @] N froid
commerce Mai ]
C. longa Rhizome - - - -

(Tlemcen) 2010

Parties aériennésTige, feuille et fleur. N: Nord, O: Ouest, E: Est

[1.1.3. Procédés d’extraction et conservation desuiles essentielles.

La distillation reste la méthode la plus utilisémupl’extraction des composés aromatiques
tres volatils qui sont facilement analysables paromatographie en phase gazeuse
(Bendijilali, 2009. Plusieurs parameétres tels que I'état et la gtéadii matériel végétal, la

nature du solvant et la quantité deau utilisés,diaée de I'extraction, influent sur le
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rendement. Il a été veérifié que le rendement dimiftement d’'une part, quand la charge du
matériel végétal augmente, et d’'autre part, quamel gquantité d’eau trop importante est
utilisée. La quantité d’eau optimale a été estiméd/10™ (p/v) de la quantité de la plante
par rapport a I'ea(Boutedjiret, 1990

- Principe de I'hydro-distillation

Selon les recommandations Begard (2008)le principe de I'hydro-distillation est le
suivant :

- La substance contenant I'espéce volatile a erteét mélangée avec de I'eau et
'ensemble est porté a I'ébullition.

- La phase gazeuse, contenant I'espéce volatle \etpeur d’eau, arrive en haut de
la colonne de distillation, passe dans le réfrigémour se condenser et donner le
distillat qui comporte deux phases liquides sédasabar décantation.

Technique

L’extraction des huiles essentielles a été effecpeyr hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger conformément a la méthode recoméeapar la pharmacopée européenne
(Council of Europe, 1996 La distillation a consisté a porter a ébulhitiextrait de plantes,
pendant 3h jusqu'a l'apparition de la premiere gowte distillat a la sortie du tube de
condensation de la vapeur. Par la suiés vapeurs chargées d’huile; en traversant un
réfrigérant se condensent dans une burette grdéiges). Afin d'éliminer toute trace d'eau,
nous avons utilisé du sulfate de sodium>®).
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Figure 5 : Montage d’hydrodistillation (photo originale)

11.1.4. Détermination du rendement en huiles esseialles

Apres chaque extraction, nous avons déterminénideraent (') en huile essentielle
qui est défini comme étant le rapport entre la mabbkuile essentielle obtenue et la masse
végétale séche trait¢€arre, 195p:

R™ =P;.100/R

R™M : rendement en huile essentielle exprimé en potagen% p/p) ;
P1: poids en (g) d'HE ;
Po: poids en (g) de la matiére végétale séche traitée

11.1.5. Conservation des huiles essentielles
Pour éviter tout risque de dégradation de I'huskeatielle due a l'action de I'air et de la

lumiére, nos échantillons étaient conservés augeshteur (4-6°C) dans des flacons bruns

bien fermés.
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I1.2. Analyse des huiles essentielles
[1.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
- Principe

La CPG est une méthode d’analyse par séparatios’appligue aux composés gazeux
ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage dérmsmpositionArpino etal., 1999. C’est
la technique de séparation la plus utilisée car pHrmet d’effectuer l'individualisation des
constituants a partir d’échantillons de I'ordre mhilligramme voire du microgramme. La
séparation a lieu dans des colonnes capillaires pggsedent un fort pouvoir résolutif
parfaitement adaptée aux mélanges complexes wolatil

Chaque constituant est caractérisé par des indiaksilés a partir d'une gamme
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliquesalnes, a température constante (indice de
Kovats IK) ou en programmation de température ¢eslide rétention, Ir). Cependant, la
comparaison des indices de rétention avec ceuxad#térature ne suffit pas a identifier
formellement un composé. Le développement des phetationnaires chirales (colonne de
cyclodextrines) et de la CPG multidimensionnellgeamis de surmonter certaines difficultés
de séparation et d’identification des composésti¥léirpino etal., 1995. Actuellement, la
CPG est la technique la plus adaptée pour I'anagsehuiles essentielles compte tenu de la

volatilité de leurs constituan(8runeton, 199
- Conditions opératoires

L’'analyse chromatographique a été effectuée suileaptotocole décrit papandlen et
al. (2010)

Les analyses ont été faites a l'aide d'un chromapbg Perkin EImer, Autosystem XL
(Shelton, CT, USA), systeme de manipulation desndea équipé de deux détecteurs a
ionisation de flamme (FIDs), d'un injecteur vapatesir, de deux colonnes capillaires de
dimensions 30m x 0.25 mm :

- Une colonne DB-1 silice fondue (épaisseur du:fil25:m; J&W Scientific, Rancho
Cordova, CA, USA)

- Une colonne DB-17HT silice fondue (épaisseur itln:f0.15 um; J&W Scientific,
Rancho Cordova, CA, USA) ;

- Le gaz vecteur est I'hydrogéne ajusté a unesatkséaire de 30cm/s.

- La température de l'injecteur est de 280°C, ahllelétecteur est de 300°C.
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- La température linéaire est programmée depui€ 4bsqu'a 175°C, a raison de
3°C/min, ensuite de 15°C/min jusqu’a 300°C, sud/i palier de 10 min a 300°C.

- Injection automatique : 0.1pL de la solution byplentane en mode Split (avec un
rapport de 1/50).

I1.2.2. Analyse par chromatographie en phase gazeesouplée a la spectrométrie de
masse (CPG/SM)

Le couplage de la chromatographie en phase gazsesela spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d'effectuer simultanément la séparaet I'analyse des différents
constituants d’'un mélange complexe. Pour I'anatiessehuiles essentielles, le spectrométre de
masse fonctionne selon deux méthodes d’ionisatfaonisation par impact électronique (IE)
et l'ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cdsux modes sont distingués : L’ionisation

chimique positive (ICP) et l'ionisation chimiquegative (ICN) Oe Hoffman etl., 1999.
- Conditions opératoires

Les huiles essentielles sont analysées a l'aide cfwomatographe Perkin Elmer
Autosystem XL (Shelton, CT, USA), doté d'un injesteautomatique et d'une colonne
capillaire de silice fondue, BP-l (polydiméthylesiane, de dimension 30 m x 0.25 mm,
épaisseur du film 0.25 pum) couplé a un détecteunasse turbomass (logiciel v. 4.1, Perkin-
Elmer).

Le gaz vecteur est I'hélium ajusté a une vitessmire de 30cm/s et avec un rapport de
1:40.

- La température linéaire est programmée depui 4bsqu'a 175°C, a raison de
3°C/min, ensuite de 15°C/min jusqu’a 300°C, sud/ien palier de 10 min a 300°C.

- Les molécules sont bombardées dans une souoresdiion de 60 pA par un faisceau
électronique de 70eV, un champ de balayage deréaid 40-300 u et le temps de balayage
est de I'ordre de 1 seconde.

[1.2.3. Identification des constituants

l'identification des composés a été faite par comisan de leur indice de rétention
relatif aux indices des n-alkaneso{Cis) et aux spectres de la banque du laboratoire
constituée par I'analyse des huiles de référenee sthndards commerciaux et des composés

synthétisés au laboratoire. Le pourcentage des @s@spd’huiles essentielles a été calculé par
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une méthode normalisée des différentessaleepics et une moyenne de deux injections pour
chaque huile essentielle a été effectuée suivambhdthode décrite parigueiredo etal.,
(2010)

I1.3. Détermination de l'activité antibactérienne des huiles essentielles

La détection des propriétés biologiqgues nécessaioes la survie des plantes est
également la base dans la recherche de propriéésgiues similaires pour combattre
différents micro-organismes responsables de plisimaladies infectieuses chez 'homme et
'animal. Ces recherches ont tendance a faire ddeerésistance aux antibiotiques des micro-
organismes pathogénédgi@uel, 2010.

Deux méthodes différentes ont été utilisées pourdésermination de I'activité
antimicrobiennejn vitro : une méthode de diffusion de disque dans un migi&osé et la

meéthode de la concentration minimale inhibitriceud les tests ont été répétés trois fois.
[1.3.1. Nature, origine et conservation des souches

L’activité antibactérienne des huiles essentidlésé testée sur 12 souches pathogénes
(Tableau 7.

Tableau 7 :Nature et origine des souches testées.

Bacteria |Type de la bactérie
Escherichia co DSM 1077 Bacille Gram—
Salmonella ThyphimuriulATCC 14028acille Gram—
Listeria monocytogeneScott A Bacille Gram 4
Listeria monocytogeneEGD Bacille Gram 4
Listeria monocytogene&9 Bacille Gram 4
Listeria monocytogeneg8 Bacille Gram 4
Staphylococcus aureugésistante a |Cocci Gram +
méthicilline 5

Origine

Laboratoire de
microbiologie, Institut de
biotechnologie et bio-
ingénieur, Université
'Algarve, Portugal.

Staphylococcus aureusTCC 25923

Cocci Gram +

Laboratoire de

Staphylococcus aureusTCC 43300

Cocci Gram +

microbiologie appliquée

Escherichia co ATCC 25922

Bacille Gram-

aux aliments, biomédeci

Escherichia co ECL 3463

Bacille Gram—

et 'environnement

Escherichia co ECL 6611

Bacille Gram-

(LAMAABE) université

de Tlemcen Algérie
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Les cellules bactériennes K1’ coli, S. Thyphimuriumet L. monocytogenesont été
maintenues a -80°C dans du bouillon triptic deagdSB) additionné de 25% (v/v) de
glycérol. Les différentes souches 8eaureus ont a leur tour été maintenues a -80°C mais
dans du bouillon Cceur cervelle (BHI) additionné&8&o (v/v) de glycérol.

Avant le test, les souches ont été revivifieessdan bouillons adéquat (le TSB pdtir
coli, S. Thyphimuriumet L. monocytogenest le BHI pour les différentes souches 8e
aureug durant 24h & 37°C pour atteindre la phase expiien

La turbidité a été ajustée a 0.5 McFarland, cecquiespond & 1-2 x $QUFC/mL (D.O =
0.08 a 0.13 A = 625nm). Les cultures ont été diluées avec I&@rdnts bouillons afin

d'atteindre des densités optiques (D.O) correspuadgour chaque testI(SI, 20063.

[1.3.2. Mise en évidence du pouvoir antibactérien es huiles essentielles
11.3.2.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

- Principe

La méthode de diffusion tres utilisée en micrdge (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du con@pastimicrobien en milieu solide. Cela
consiste a placer un disque de papier imprégnéilokgance inhibitrice sur la gélose inoculée
par la souche cible au préalable.

La substance inhibitrice diffuse dans le milieupgovoquant un gradient de concentration
décroissant autour du disque. Aing bactérie se développera si la concentration en
antibiotique est inférieure a la concentration mialie inhibitrice; ce qui se matérialisera par
'apparition d’une zone circulaire d’inhibition da croissance bactérienne autour du disque,
et en fonction du diameétre d’'inhibitiorla souche du microorganisme sera qualifiée de
sensible, d'intermédiaire ou de résistante. Dartedanique de diffusigril y a compétition
entre la croissance du microorganisme et la diffusiu produit a testgBroadasky egl.,
1976 ; Nicolas & Daniel, 1998

- Procédure

L’activité antibactérienne des huiles essentiedledé déterminée par diffusion sur milieu
gélosé, suivant le protocole décrit paezzit etal., (2009) qui utilise 100 pL d'une
suspension contenant 2 x®10FC/mL de microorganismes a tester pour inocdéer boites

de Petri coulées avec 15 mL de milieu Mueller-Hing#losé stérile.Les disques de papier
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filtre (6 mm de diametre) ont été individuellem@énprégnés avec 3 puL d’huiles essentielles
et ensuite placés sur la surface du milieu gélaga ohoculé avec les microorganismes a
tester. Un disque imprégné avec du tampon phosgtatérol négatif) et un disque imprégné

avec 30ug de chloramphénicol (control positif) été ajoutés. Les boites de pétri ont été
conservées a 4°C pendant 2h et ont été ensuitbéasia 37°C pendant 24h. Les diametres

des zones d'inhibition (mm) sont mesurés, y conerisametre des disques.
11.3.3.2. Détermination de la concentration minimaé inhibitrice (CMI)
- Principe

Selon Laouer etal., (2003) cette technique consiste a inoculer, par une sigspe
bactérienne, un milieu gélosé contenant une ganareicentrations décroissantes en huiles
essentielles. Aprés incubation, I'observation dgdemme permet d’accéder a la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la pglufaible concentration en huiles
essentielles capable d’'inhiber la croissance hactée visible.

Elle mesure donc, un effet bactériostatique etemsaigne pas sur I'état de la population
bactérienne, ne permettant notamment pas de précisie a été tuée en partie ou totalement
ou si elle a seulement cessé de se multiplieodlvient de noter que lorsqu’une bactérie se
montre sensible a un antibactérien, ce dernieswesteptible d’étre utilisé comme traitement

de ce type d’infectionBergogne-Bérezin & Brogard, 1909
- Procédure

Suivant les recommandations du Comité AméricainNe@snes du Laboratoire Clinique
(CLSI, 2006 tous les tests ont été effectués dans le miktosg de Mueller Hinton.

100uL d’'une suspension bactérienne dont la coratéon finale a été ajustée a 5 x°10
UFC/mL sont inoculés sur des boites de Pétri camisndes concentrations bien déterminées
en huiles essentielles (1/250, 1/400, 1/500, 1/1a0®000, 1/4000, 1/5000, 1/10000, v/v)

emulsionnées dans le milieu gélosé. Ensuite ldedsbnt incubées pendant 24h a 37°C.
II.4. Mesure du pouvoir antioxydant des huiles essgielles extraites

La capacité antioxydante des huiles essentiellemitos a été évaluée dans ce travail
par une série de 10 tests visant la déterminat@fiagtivité antioxydante totale (CAT), du

pouvoir réducteur du fer, du piégeage du radichldiphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, du
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piégeage du radical de l'acide 2,2-azino-bis-34b#ryzothiazoline-6-sulfonique (ABTS,

du piégeage du radical hydroxyle (QHdu niveau des substances réactives a l'acide
thiobarbiturigue (TBARS), du piégeage du peroxgdeydrogene (HO2), de la capacité
d’absorbance du radical d’oxygene (ORAC), du pougbélateur des ions ferriques, pouvoir

réducteur du fer et de I'effet antioxydant surlipesomes.
I1.4.1. Piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical de 1,1-diphemyti¥lhydrazine (DPPH a été
décrite pour la premiére fois p@rois (1958)

- Principe
A température ambiante, le radical DPRifésente, en solution alcoolique, une intense
coloration violette qui disparait au contact d'wudstance donneuse de protdiis ©). Cette
décoloration met en évidence le pouvoir antioxydfmh échantillon par sa capacité a piéger
le radical libre et se traduit par une diminutioa Habsorbance a 517 nnMon &
Shibamoto, 2000

RH
NO, Q (Antioxidant) NO, Q
- \ H
Oz QN —N \Y OzM MN—mN
o : o
2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-Diphenyi-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH=) (DPPH)

Figure 6 : Réaction entre le radical DPPHt I'antioxydant pour former le DPPH stable
(Moon & Shibamoto, 2009

- Procédure

La méthode utilisée pour I'évaluation du piégeageraddical DPPH par les huiles
essentielles des différentes plantes étudides{oides verticillata, Thymus ciliatgsp eu-
ciliatus et Curcuma longpest celle décrite parandlen eal. (2010)

Apres la préparation des dilutions d’huiles essdies dans de I'éthanol a 96% (v/v), on
prend 25uL de chaque qu’on met dans un tube Eppeetion additionne 97%l de la
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solution de DPPH (a 60uM). Le mélange réactionselimmédiatement agité avant d’étre
placé pendant 60 min a I'obscurité et a la tempéeaambiante du laboratoire. L'absorbance
du milieu réactionnel a été mesuré a 517 nm eisanil un spectrophotometre Shimadzu 160-
UV (Tokyo, Japan) contre un control négatif (coam@nde I'éthanol au lieu de I'huile

essentielle). Chaque test est répété trois fois.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPHéeztlculé suivant la formule :

PI = [(Ao - Aw)/Ad] x 100

avec :
Pl: pourcentage d’inhibition.

Ao : absorbance du control (sans échantillon)
A1: absorbance de I'’échantillon aprés 60 min

L'étude de la variation de l'activité antiradicamien fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentrationcqguiespond a 50% d’inhibition (k). Une

faible valeur d’'IGo correspondant a une grande efficacité de I'higtentielle.
11.4.2. Piégeage du radical ABTS
- Principe

Dans la meéethode ABTS (sel dammonium de [l'acide ’-@Znobis-(3-
ethylbenzothiazoline- 6-sulfonique), I'activité emtydante totale d’'une molécule est déduite
de sa capacité a inhiber le radical ABTS.'obtention du radical cation ABTSrésulte du
contact de 'ABTS avec une enzyme de peroxydatwainegt la peroxydase metmyoglobine
(Miller & Rice Evans, 199yen présence de2B. ou d’'un oxydant, le dioxyde de manganése
(Benavente-Garcia etl., 2000; Miller et al, 1999 ou le persulfate de potassiufing. 7)
(Moon & Shibamoto, 2009

Cette formation se traduit par l'apparition d’unelcration veré blewe intense. En
présence d’'un donneur d’hydrogene (agent antioxydenpassage du radical ABTS la
forme non radicalaire s’accompagne de la disparitie cette coloration mesurée a une
longueur d’onde de 734 nthien etal, 1999 ; Re eal., 1999.
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HO3S s s S0zH
D
N N
| |

CH,CHj CH2CH3

ABTS

+ K2S5:;0g (potassium persulfate)

+
HO3S s s SOgH| =
>= N —N =<
N N
| |

CH,CH3 CH2CH3

ABTS -

Figures 7 : Formation de I'ABTS" par un oxydant persulfate de potassiuliofn &
Shibamoto, 2009

- Procédure

Suivant le protocole déazza etal. (2011a)le radical ABTS+ est produit par réaction
entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et unaitswml de persulfate de potassium
(K2520s, 2.45mM), utilisé comme oxydant. Ce mélange eg€gmendant 16 h a I'obscurité
puis dilué par I'éthanol jusqu'a obtenir une abaode de 0.700 a 734 nm.

Un volume de 99@Qu de cette solution d’ABTS est ensuite mélangé avec dld’huiles
essentielles a différentes concentrations. Aprésiré d'incubation a température ambiante,
'absorbance du mélange est mesurée a 734 nm leanttiun spectrophotometre Shimadzu
160-UV (Tokyo, Japan) contre un blanc (témoin nfgate calcul du pourcentage
d’'inhibition permet d'exprimer cette activité amtilicalaire en 16 comme décrit

précédemment pour le DPPH
11.4.3. Détermination de la capacité antioxydantedtale
- Principe

Ce test a été présenté pour la premiere foisFme & Subbarrow (1925ui I'ont
développé pour déterminer le phosphate inorganiome la formation de complexe de
phosphate-molybdéne V de couleur verte mesurahiespactrophotometre. Depuis, cette
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meéthode a été révisée et modifiee Paen etal. en1956 puis parl999,Prieto etal. en 1999
quil'ont adapté pour la détermination de tous gentageshts réducteurs.

Ce test est basé sur la réduction du molybdénédP*) en molybdéne V (MB) par un
échantillon extrait de plante. Cette réduction ihdu pH acide, la formation d’'un complexe
phosphate/M% de couleur vertelam etal., 2013.

- Procédure

Ce test est réalisé selon le protocole décritHparto etal. (1999) Un volume de 0.1 mL
d’huiles essentielles convenablement dilué est ao@ebdans un tube avec 1mL de solution
composée d’'acide sulfurique (0.6 N), de phosphaesadium (NsPQ:, 28 mM) et de
molybdate d’ammonium ((Nbhe Mo07024. 4H0O, 4 mM). Les tubes sont incubés a 95°C
pendant 90 min. Aprés un repos de 6 min a températmbiante, I'absorbance est mesurée a
695 nm contre un blanc contenant du méthanol &tzeme 'extrait.

[1.4.4. Pouvoir réducteur du fer
- Principe

L’activité réductrice d’'un extrait est évaluée gar réaction d’oxydo-réduction entre
I'extrait et les ions métalliques de transitionfaroment le fer. Le ferricyanure de potassium
KsFe(CN) fournit des ions Ferriqued~e**) qui seront réduits en Ferreux tPepar les
antioxydants présents dans I'extrait végétal, apeéte réduction, I'extrait forme un complexe
(Fes[Fe(CNX]s coloré en bleu qui absorlze 700nm [liguel, 2010; Alam etal., 2013. La
diminution de I'absorbance a cette longueur d’oimdiique la diminution de I'effet réducteur

de I'extrait étudié.
- Procédure

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthigdeite pariazza eal. (2011b) Cette
méthode consiste a mélanger 1 mL d’huiles esskrgtiél différentes concentrations avec
2.5mL de tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 2.5diabhe solution de KFe(CN} a 1%
(p/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 eni®0°C, puis 2.5 mL d’acide
trichloracétique (TCA) a 10% (p/v) sont ajoutés pawréter la réaction. Le mélange est
centrifugé a 650 x) pendant 10 min a température ambiante et 2.5 mkudnageant sont
additionnés de 2.5 mL d’eau distillée et 0.5 mLctiorure de fer (FeG) a 0.1% (p/v). La
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lecture de l'absorbance se fait a 700 nm contreblanc ou l'extrait est remplacé par le

tampon phosphate.
I1.4.5. Pouvoir chélateur du fer

Le fer est un élément essentiel pour le bon fonogoment physiologique, mais I'excés
de cet élément peut causer des dommages a laecdiulraison de sa forte réactivité, le fer

est connu pour son grand role pro-oxydant vis-adeisoxydation des lipides3ulcin, 2013.
- Principe

Un des mécanismes de I'action anti-oxydative esthi@lation de la transition des ions
meétalliques. Cette transition stimule la peroxyolatides lipides par la participation a
'accélération de cette peroxydation, en I'hydrogxgde lipidique en d’autres composés
aptes a enlever I'hydrogéne et aussi par la pemfiétu de la peroxydation des lipides
(Miguel, 2010.

Pour évaluer le pouvoir chélateur d’'un extrait danle composé stabilisant le plus utilisé
est la ferrozinef(g. 8) (Gulcin, 201). En effet, la ferrozine forme avec le fer libpeésent
dans un milieu réactionnel, un complexe ferrozie€-Fe couleur violette intense. La
guantification de ce complexe par spectrophotoméi 562 nm dans un milieu de
concentration connue en fer, renseigne sur la gaadé fer non chélatée et donc sur la
capacité des extraits a chélater cet élement.|®lkesoration de la solution contenant I'extrait

testé est claire, plus le pouvoir chélateur esbigmt Zhao etal., 2006.

HOSS,
QO

— N
nos—_ )~ 3~ ")

Figure 8: Structure chimique de la ferrozin@(lcin, 2013
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- Procédure

Suivant le protocole décrit pavang etal. (2004, un volume de 10Qud d’huiles
essentielles a différentes concentrations est@jaBOul de Chlorure de fe(FeCb, 4H.0, 2
mM). Apres une agitation vigoureuse et un repo$ dan, 100ul de ferrozine (5 mM) sont
ajoutés, suivis de 2.75 mL d’eau distillée. Le mgk est laissé au repos pendant 10 min a
température ambiante et 'absorbance est mesusé@ am contre un blanc (sans ferrozine).
Les résultats permettent de calculer le pourcerddgkibition et d’exprimer cette activité en

Clso comme décrit précédemment pour le DPPH
I1.4.6. Piégeage du radical hydroxyle
- Principe

L’hydroxyle (OH) est le radical libre extrémement réactif forméngides systémes
biologiques a partir d’anion superoxyde et le pgdexd’hydrogene en présence des ions
métalliques comme le fer et le cuivre suivant Ectén de Haber WeigSastro & Freeman,
20017). Ce radical posséde un électron libre avec un fietede réduction plus élevé (2310
mV) qui lui permet de réagir avec les lipides, pd®spholipides des membranes cellulaires,
les protéines les polypeptides et 'ADN particudigrent la thiamine et la guanine ce qui cause
des dégats a la cellu€iddhuraju & Becker, 2007Alam etal., 2013.

In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle parbesaits des plantes est basée sur la
réaction de Fenton en mesurant la formation duwcahddH et son effet sur I'oxydation et la
dégradation de molécules biologiques telles queldsoxyribose de I'’ADN Dans cette
technique le systéme implique l'autoxydation du ptere Fé—EDTA dans un milieu
aqueux pour former G -, qui est rapidement dismuté en®4 a pH 7.4. Aprés, ce dernier
interagit avec F& pour former les radicaux OHen présence de l'acide ascorbique comme

catalyseur.

Réaction de Fenton : (B, + F¢*—EDTA— OH+ OH + Fé'—EDTA).

Les OH générés, qui ne sont pas piégés, attaquent eadkyrle désoxyriboset les
produits de dégradation sont révélés par l'acidsbanbiturique en formantn chromogene
rose lors du chauffaggans un milieu acidéotant que, le r6le d’ascorbate est la réduction du

Fe* en Fé" et cela provoque la réaction de Fentdal(well etal., 1987.

Chapitre Il : Matériel et méthodes



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essestflEhymus ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganef()

- Procédure

Cette activité est étudiée en mesurant leurs ctizaai prévenir la dégradation oxydative
du désoxyribose, selon un test développélLpaes etal. (1999) Une prise d’essai de 25uL
d’huiles essentielles a difféerentes concentrati@s$ mise en présence d'un meélange
réactionnel contenant les réactifs suivants: 10@@Isulfate ferreuxFeSQ, 7H0, 10 mM),
100 pL d’acide éthylene diamine tétra-acétigeg®TA, 10 mM), 500 pL de désoxyribose
(CsH1004, 10 mM), 900 pL de solution tampon phosphate (@,1pH 7.4) et 200 pL de
peroxyde d'hydrogene (8., 10 mM) a 37°C pendant 60 min. La réaction esétéer par
addition de 1 mL de 2.8% (p/v) d’acide trichloragae (TCA) et de 1mL de 1% (p/v) d’acide
thiobarbutirique (TBA), suivi d'un chauffage dans bain d'eau bouillante pendant 15 min.
Apres refroidissement de I'échantillon, lI'absorleaest mesurée a 532 nm. Les résultats
permettent de calculer le pourcentage d’inhibitgrd’exprimer cette activité antiradicalaire

en 1Go comme décrit précédemment pour le DPPH
11.4.7. Substances Réactives a I'Acide Thiobarbituque (TBARS)
- Principe

L’efficacité des huiles essentielles a inhiberdarfation de malondialdehyde ainsi que la
peroxydation des lipides a été déterminé par lshouet des substances réactives a I'acide
thiobarbiturique (Thiobarbituric Acid Reactive Spes; TBARS). Cette méthode mesure le
Malondialdéhyde (MDA) formé apres la décompositida I'hydro peroxyde lipidique
(produit secondaire de I'oxydation), qui forme wmplexe avec I'acide thiobarbituriquiey(

9) (Moon & Shibamoto, 2009un chromophore de couleur rose dans un environmeacéle
possédant un maximum d’absorbance a 532nm. Ce elosagt pas vraiment spécifique,
parce que les 4-hydroxyalkenals, 2,4-alkadienalsakenals, les produits de dégradation des
protéines et des sucres, les acides aminés, Essanucléiques et les anthocyanines sont aussi
capables de réagir avec le TBA et former un chrdroopqui absorbe dans la méme longueur
d’'onde Miguel, 2010. La concentration en TBARS est évaluée par lautéade I'bsorbance

au spectrophotometre visible des TBARS extraitess dechantillons par l'acide

trichloroacétique (TCA).
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Figure 9 : Formation du chromophore Acide thiobarbiturigidalondialdéhyde
(Moon & Shibamoto, 2009

- Procédure

Une solution de jaune d'ceuf a 10% (v/v) (dissowsesdune solution de KCI a 1.15%
(p/v)) a été utilisée comme milieu riche en lipidasivant le protocole déazza etal.
(2011b)

Un volume de 100 pL des différentes dilutions désiiessentielles a été ajouté a 0.5 mL
de la solution de 10% (p/v) de la solution de jadieeuf et ajusté au volume de 1 mL avec
'eau distillé. Aprés, 1.5 mL d’'acide acétique &2(/v) (pH 3.5) a été ajouté en plus de 1.5
mL de 0.8% (p/v) de TBA dissout dans 1.1% (p/vilddecyl sulphate de sodium (SDS).

Apres une bonne homogénéisatides tubes sont incubés 60 min a 95°C. Aprés
refroidissement a température ambiante 5 mL denblial a été additionné a chaque tube
puis I'ensemble a été bien mélangé pour étre degéi a 3000 rpm pendant 10 min.
L’absorbance du mélange est mesurée a 532 nm l@anitiun spectrophotometre Shimadzu
160-UV (Tokyo, Japan) contre un blanc (témoin nfgates résultats permettent de calculer
le pourcentage d’inhibition et d’exprimer cetteiatd antioxydante en IC50 comme décrit

précédemment pour le DPPH'.
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11.4.8. Liposomes
- Principe

Le principe de ce test suit le méme principe quei ci TBARS car I'objectif est de
voir 'efficacité des huiles essentielles a protélge liposomes (qui sont de nature lipidique)

contre la décomposition de I'hydro peroxyde lipigegproduit secondaire de I'oxydation).
- Procédure

Suivant le protocole décrit p&akchiche etl., (2013) les liposomes sont obtenus par
addition de 0.4g de lécithine a 80mL de chlorofar@ette solution séchée puis soumise a un
flux d’azote pendant 30 secondes. Les liposomet smrmis ensuite sous vide pendant 2 h
pour un séchage entier. Puis on ajoute 80 mL dedarphosphate salin (0.01M, pH 7.0) et
mis a la température de 4°C jusqu’au moment d@éarmentation.

250uL de la suspension de liposome mélangée avet 8Bs différentes dilutions,
400uL d'eau distillée, 1.5mL d’acide acétique a 2@#), 1.5 mL d’acide thiobarbiturique
(TBA) a 0.8M dissout dans une solution de SDS d0l(fp/v). L’ensemble a été incubé a
95°C pendant 1 heure. Aprés refroidissement a teatyré ambiante 5 mL de butan-1-ol a
été additionné a chaque tube puis I'ensemble aiétémélangé pour étre centrifuger a 3000
rom pendant 10 min. L’absorbance du mélange esumdesa 532 nm en utilisant un
spectrophotometre Shimadzu 160-UV (Tokyo, Japanjreaun blanc (témoin négatif). Les
résultats permettent de calculer le pourcentagehithition et d’exprimer cette activité
antioxydante en 1§ comme décrit précédemment pour le DPPH".

11.4.9. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (D2)
- Principe

L'une des méthodes les plus communes dans I'évalude la capacité de piégeage du
peroxyde d’hydrogéne est basée sur I'absorptiosctéirde cette molécule dans la zone ultra-
violet & 230nm $antocono eal. 2006 ; Berges «il. 2007. Ce qui fait si la concentration
d’H20- diminue par piégeage I'absorbance a cette longiende diminue aussi. Cependant,
il est possible que I'échantillon absorbe dansec&ihgueur d’onde, ce qui nécessite son

introduction dans la mesure du blanc (la mise algétd-zéro du spectrophotometre).
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- Procédure

L’habilité des huiles essentielles a piéger le pgde d’hydrogene a été estimé suivant
le protocole deruch etal. (1989) Cette méthode consiste a une prise d’échantillbuiles
essentielles (10-62.5uL) qu'on mélange a 300uLadsedlution de peroxyde d’hydrogene
(40mM mélangé dans du tampon phosphate), le taugjesté a 1 mL par du tampon
phosphate (50 mM a pH 7.4). On laisse 40 min di@ation & une température de 30°C, puis

on fait la lecture a 230nm contre un blanc témagatif.

Il faut souligner qu’il faut & chaque fois élimin&bsorbance de I'huile essentielle par
une mise d’auto-zéro du spectrophotométre avecsahgion contenant les mémes volumes
de tampon et d’huile essentielle. Les résultatsmptent de calculer le pourcentage
d’inhibition et d’exprimer cette activité antioxydke en 1Go comme décrit précédemment

pour le DPPH
11.4.10. Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC)

- Principe

Yy

L'activité antioxydante des huiles essentielleséaé¥aluée a l'aide du test chimique
ORAC (Qu etal., 2001). Ce test, réalisé avec un spectrofluorimetre, istm&n une mesure
de la dégradation (oxydation) de la fluorescéimiite par un stress oxydatif (décomposition
thermique a 37°C de I'AAPH dihydrochloride en deadicaux libresAlam etal., 2013.
L'éventuelle présence de composés antioxydants Homte essentielle en retarde la
dégradation. La réaction est standardisée par rapptes concentrations connues de Trolox,
un composé reconnu pour son activité antioxydabgéecompose est la section hydrophile de

la vitamine E.
- Procédure

La méthode ORAC utilisée dans cette étude a étéitelgmar Ou et al. (2001) et
adaptées pour les échantillons lipophiliqgue comasHuiles essentielles a été reporté par
Huang etl. (2002)

La sensibilité du protocole ORAC nécessite une ipi@t dans la préparation des

solutions :
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L’ AAPH est dilué a 1.28 x 1M en utilisant du tampon phosphate. Cette solutioit

étre gardée dans un bain glacé sans dépasser, Ea@hil faut s’en débarrasser.

La solution stock de Fluorescéine (1 mM) a été am&plans du tampon phosphate
(75mM, pH 7.4) cette solution peut étre stockéesiplurs mois en obscurité a 4°C. La
solution de travail doit étre fraiche et prépangemporanémerd base de la solution stock de

Fluorescéine et dilué avec du tampon phosphatepaiconcentration de 6.3 x4 mM.

Le Trolox est préparé comme standard dans du tamiposphate (75mM, pH 7.4) pour
obtenir les concentrations de 100, 50uM, 25 uM, 12.5uM et 6.25uM.

0.5g d’huiles essentielles ont été dissout dansl2@’acétone. Un aliquote de cette
dilution est ensuite dilué dans le solvant RMCan{fomly methylate@-cyclodextrin) a 7%

(p/v) préparé dans un mélange eau-acétone a 55 lfign homogénéiser le tout.

Puisque la technique ORAC est extrémement sendddehuiles essentielles doivent

étre rigoureusement diluées juste avant I'analyae pviter toutes interférences.

Dans chaque puits, on va mettre :

150ul Fluorescéine + 4Ql tampon + 1Qul ciclodext (control)
150ul Fluorescéine + 1hl tampon + 1Qul ciclodext + 25ul AAPH (blanc)
150ul Fluorescéine + 1fl tampon + 1Qul dilution  + 25ul AAPH (essai)

Le volume final par puits est de 200uL.

Une fois a I'intérieur du lecteur, la plaque vaisulme agitation pendant 10 secondes,
puis il va y avoir une lecture de la fluorescenbaguie min pendant 90 min a une longueur

d’excitation de I'ordre de 485 nm et d’émissionl’dedre de 527 nm.

Le calcul des valeurs d’ORAC suivant la méthodeitepar Cao & Prior, 199)et les
résultats sont exprimés en équivalent de Troloxmidiigramme d'huile essentielle (pu.mol
Trolox/mg).
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[1.5. Mesure du pouvoir anti-inflammatoire des huiles essentielles extraites
[1.5.1. Mesure du pouvoir d’inhibition de la lipoxygénase
- Principe

L’enzyme lipoxygenase catalyse l'oxydation des esidjras insaturés contenant la
structure 1-4 diene. Donc la conversion de l'adideléique en 13-hydroperoxyoctadeca-
9,11-dienoate (caractérisé par I'absorbance duede&mjugué a la longueur d’onde de 234
nm) est suivi par une mesure spectrophotométrigaei( etal., 2013 ;Miguel etal., 2019.

- Procédure

La méthode suivie dans ce protocole est celle @éparFrum & Viljoen (2006) La
réaction est initiée par I'addition de 3uL de l&uson de lipoxygénase (0.054g dans 1mL de
tampon borate additionné de 0.1 M de tween, pHv8F 837 uL tampon borate, 10uL de la
dilution d’huiles essentielles et en dernier li€uA. d’acide linoléique (0.001 M). La lecture
de l'absorbance se fait, a la longueur d’onde dé 23, a chague min durant 5 min. Le
pourcentage d’inhibition de 'enzyme est calculé/ant le protocole décrit dans la méthode
de DPPH.

11.5.2. Mesure du pouvoir anti-acétylcholinestérase
- Principe

L’Acétylcholinestérase dégrade le substrat acétyich en acide acétique et le
thiocholine, qui interagit avec lacide 5,5-dithis-2- nitrobenzoique (DTNB).
L’accumulation de l'acide 5-thio-2- nitrobenzoigest mesurée a une longueur d’onde de 405
nm (Miguel etal., 2019.

- Procédure

Suivant le protocole décrit padata etal. (2007) un volume de 25uL de la dilution
d’huiles essentielles, 425 pL du tampon Tris-HCL (01, pH 8) et 25 uL de I'enzyme
acétylcholinestérase (0.28 U/mL dissout dans Igptarhont été mises dans un tube. Apres
une agitation et une incubation pendant 15 a lgpéeature ambiante, 75 pL de substrat
(I'acétylcholine iodine a 15 mM dissout dans du pam) et 475 uL de DTNB (3 mM dissout
dans du tampon) ont été ajouté aux tubes. AprasiB0d’incubation la lecture se fait a la
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longueur d’onde de 405 nm contre un témoin (sahsilé essentielle). Le pourcentage

d’inhibition de I'enzyme est calculé suivant le fmwole décrit dans la méthode de DPPH.
I1.6. Mesure du pouvoir antidiabétique
[1.6.1. Test de l'inhibition de I'e. amylase

L’inhibition de I'a-amylase a été mesurée suivant le protocole dgariDong etal.
(2012) avec quelques petites modifications. 40puL de Bh@ssentielle a été mixée avec
500uL de tampon sodium phosphate a 20mM pH 6.%tiaddé a 0.006M de chlorure de
sodium) et 200uL de la solution d’enzym@mylase (1.0 U/mL dans le tampon préparé), le
tout a été pré-incubé a 25°C pendant 10 min. Api@8,uL de la solution d’amidon a 0.25%
(p/v) dilué dans le tampon a été additionnée awhagpe puis une incubation a 37°C pendant
10 min a été nécessaire pour la réaction. Aprém lde I'incubation 1.0 mL de la solution
d’acide dinitrosalicyclique (1% (p/v) d’acide 3,fdrosalicylique plus 12% (p/v) de tartrate
de sodium potassium le tous de la solution de sdlaf@H a 0.4M. Apres les tubes sont mis
dans une eau bouillante pendant 5 min et refradiesmpérature ambiante. 10 mL d’eau
distillée a été ajouté avant la lecture a 540 nntreoun control 200uL de tampon a la place

de I'enzyme.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralée tbs mémes conditions opératoires en
utilisant 'acarbose a des concentrations de 0 @g2BL* de la solution finale.
L’activité d’inhibition de l'a amylase est exprimée en mg d'équivalent acarb@se p

gramme d’huile essentielle (mg EAHE).

[I.7. Détermination de l'activité anti-proliférativ e des huiles essentielles vis-a-vis

des cellules cancéreuses THP-1
I1.7.1. Caractéristiques de la lignée cellulaire THP-1

Les cellules utilisées appartiennent a la ligné@oogtaire humaine THP-1. Elles sont
issues du sang, d’'un enfant &gé de 1 an atteinedaucémie aigué. Ces cellules capables de
se diviserin vitro au stade indifférencié pendant au moins 14 mois smnvent qualifiées de
« macrophage like cells A\prink et al, 1999. Les cellules THP-1 possedent a leur surface
des récepteurs Fc et C3b, des immunoglobulineplagmiques, sont capables de produire de
l'IL-1 et peuvent étre différenciées en macrophéameec des esters de phorbol). Dans cette

étude, les THP-1 sont utilisées, aprés différemmiatcomme modeéle de macrophage
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(Auwerx, 1991 Hiura et al, 1999. En effet, les THP-1 possedent de nombreuses
caractéristiques communes aux monocytes et auxoplages notamment la capacité de
phagocytose. Ces cellules sont également capableséaiéter des cytokines et exprimer des
récepteurs membranaires comme les CD-4 et CD-Ifhmtms aux macrophages et aux

monocytes Tsuchiyaet al, 1980;Auwerx, 199).
[1.7.2. Techniques de culture des cellules THP-1

Les cellules THP-1 sont cultivées dans le milieu ENV (Dulbecco’s modified eagle
medium) supplémenté avec 10% (v/v) de sérum foetahb1% (v/v) d’acides aminés non
essentiel, 100U/mL de péniciline et 100pug/mL démtrmycine. Les cellules sont incubées a
37°C en atmosphére enrichie a 5 % de.Gur le maintien de routine, les cellules de THP-

sont repiquées chaque deux ou trois jours paremée en suspension dans milieu neuf.
11.7.3. Mesure de I'activité antiproliférative

L’effet inhibiteur de croissance des huiles esg#ie8 a été mesuré en utilisant un
protocole standard de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-8|b-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
adapté paMosmann (1983)

Les cellules de THP-1 ont été ensemencées danplagaee de 96 puis a raison de
5x1C cellules/puis et exposé a différentes concentiatiihuiles essentielles (1-50pg/mL)
pour une durée de un (1), trois (3) et sept (7ysjoa la température de 37°C en une
atmosphere de 5% de @@6% d’air en complément de milieu contenant dwrsérLes
huiles essentielles sont diluées dans du diméthfd>dde (DMSO) sans que son taux dépasse
0.5% (v/v) du volume total. Les contrdles doiveahtenir une concentration équivalente de
DMSO.

Apres traitement, les cellules sont incubées 1 éhelans les conditions de cultures
habituelles aprés addition d’'un volume du méme maudu milieu contenant le MTT
(2mg/mL)

Apres cette incubation, 150uL d’'HCI (0.1 M) dissalains I'isopropanol a été ajouté
pour dissoudre les cristaux bleu formés par lactéol du MTT.

La lecture se fait a une longueur d’onde de 57Chen utilisant la longueur d’'onde de

630nm comme arriére plant et cela en utilisantegtelur de plaque double faisceaux.
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La valeur moyenne de l'absorbance du control nEd@®MSO-cellules traité) est
considérer comme 100% d’absorbance (pas d’inhibitle croissance) et le résultat a été
déployé comme I'absorbance (% du control) vs. leceatration d’huiles essentielles.

11.8. Analyse statistique

Le logiciel IBM SPSS statistics (version 21.0) & éftilisé I'analyse statistique. Les
données sont présentées sous forme de moyennemrtitydie et une analyse de variance
(ANOVA) avec une analyse par le test de Tukey’s.

Chapitre Il : Matériel et méthodes



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentifEsymus ciliatusAmmoides verticillataet Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem

Chapit

et Do




C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentiilBisymus ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem4 9

Chapitre Il : Résultats et discussion

l1l.1. Propriétés organoleptiques des huiles esstelles extraites

L’examen organoleptique des différentes huiles dsfieata consisté en des tests

olfactif et gustatif complétés par une descriptdm I'aspect et de la couleur de ces huiles

(tableau §.

Tableau 8 :Caractéres organoleptiques des huiles essentiildges.

Huiles essentielles Couleur Aspect Odeur Saveur
. o Liquide _ Forte et
Ammoides verticillata Jaune ' Aromatique _
(huileuse) piquante
Thymus ciliatus ) Liquide ) Forte et
. Jaune foncé , Aromatique _
ssp.eu-ciliatus (huileuse) piquante
Liquide Aromatique Forte et
Curcuma longa Jaune pale _ _
(huileuse) acre piquante

L’'odeur d’'une huile essentielle est un caracterganooleptique déterminant de sa
gualité. L’essai olfactif apporté a l'analyse dusles essentielles est un élément de trés
grande valeur puisqu’il permet d’en étudier la pigncaractéristique qu’offre la plante.

Généralement les huiles essentielles sont deslégquiuileux, volatils, caractérisés par
une forte odeur, rarement colorés et généralemeimtsnaenses que I'edviiguel, 2010.

L’'arbme de chaque huile essentielle est le résuléatla combinaison de tous les
constituants, car méme les composés minoritairesgoe jouer un important réle dans la
définition de I'odeur $angwan eal., 200)).

Les changements organoleptiques d’'un aliment auioié@ de grandes concentrations
d’huiles essentielles, capables d’éliminer la aige bactérienne, ne sont pas généralement
acceptées par le consommatetmwlpmakos eal., 200§. Ce constat limite I'utilisation de ces
huiles a de faibles concentrations et auxquellefauldrait associer un autre moyen de
conservation comme le froid pour la préservatios denrées alimentaires de I'altération

microbienngLang & Buchbauer, 2032
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[11.2. Rendement d’extraction des huiles essentiadk des plantes étudiées
[11.2.1. Rendement en huiles essentielles Ainmoides verticillata

Dans la présente expérience, le rendement d’eixiractes huiles essentielles de la
partie aérienne &mmoides verticillataest de I'ordre de 2.91% (P/F)g 10) et représente
8.08 fois celui rapporté pamouer (2003)0.36% : P/P) chez la méme plante, endémique de
la région de Sétif.

D’autres rendements (exprimés en % : P/P) ontagtgartés pour la méme plante : 2.51
par Bnouham etl. (2012)dans la région d’Oujda (Maroc), 2 par Ouariachi el. (2011 ;
2015) a Inhfir(Maroc), 2.8 pakKhajeh etal. (2004),2.7 parBendahou (20078.5 parChialva
etal. (1993),3.5 a 5.2 paAshraf & Batty (1975)4.97 parKambouche et E1-Abed (2003),
2.1 parHashemi eal. (2014)(Iran) et 2.5 paNickavar etal., (2014)(Iran).

Les travaux deé3ekhechi etal. (2010)sur la méme plante récoltée dans les régions de
Tlemcen et d’Ain-Temouchent rapportent des rendesndiextraction en huiles essentielles
qui varient de 2.1 a 5.4%.

Les observations faites, ont servi comme base gioergue les différences des teneurs
en huiles essentiellesAinmoides verticillataont étroitement liées aux conditions culturales,

tant climatiques ; dispersion géographique, aldtatinature du sol.

Cette interprétation fut avancée andahou eal. (1997)qui préconisent que I'étude
complete des huiles essentielles doit passer gaida en compte des facteurs édaphiques et

pour I'obtention d’un meilleur rendement, il estassaire de :

- Choisir un étage bioclimatique semi-aride, terapiux.
- Le sol doit étre limoneux-argileux-sableux a tegtéquilibrée ou argilo-siliceux.

- Procéder a I'extraction des huiles essentielledaométhode d’hydrodistillation.
[11.2.2. Rendement en huiles essentielles déaymus ciliatusssp.eu-ciliatus

L’extraction des huiles essentielles de nos éclamgi de Thymus ciliatusssp. eu-
ciliatus par hydrodistillation a fourni un taux de l'ordde 3% (P/P)fig.10), ce rendement
moyen a été calculé en fonction de la matiére adgéeche de la partie aérienne de la plante.
Le résultat obtenu révele un bon rendement en leggentielle de I'échantillon récolté de la

méme station.
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Ce rendement en huiles essentielles est beaucauspétdveé que celui rapporté par
Amarti etal. (2010)pour la partie aérienne de ciliatus (1.2% : P/P) etidentique a celui
trouvé par le méme auteur chiezalgeriensig3% : P/P).

Les rendements obtenus pAousmaha-Marroki etl. (2007) a partir deThymus
ciliatus ssp.eu-ciliatusrécoltés dans différentes régions de Tlemcen,mpris entre 3.0 et
5.1% (P/P).

Giordani etal. (2008)rapportent que le rendement en huiles essentidiegslifféerentes
especes de thym d’Algérie y compris I'espddeymus ciliatusoriginaire de Djebel Ansel
(Guelma), sont compris entre 2 et 3% (P/P).

Le rendement en huiles essentielles varie essentieht selon la nature et 'origine
géographique la plante utilisée, ainsi que le neltét la méthode d’extractior@rnero,
1975.

SelonBounatirou etl. (2007) la différence de rendement en huiles essentietias §tre due

a deux facteurs : la région et la période de ctd]l@ar ces auteurs ont enregistré, en étudiant
les huiles essentielles @adymus capitatusloffm. et Link, une différence de rendement allant
de 1.2 % a 5.6% (P/P) et ceci selon la régior atdde de collecte (végétatif, floraison ou

post-floraison).

De mémgeKholkhal (2014)a constaté qu’il y des différences de rendemenhwgtes
essentielles selon le stade de collecte de lagl@hton enregistré des teneurs de l'ordre de
2% (P/P) avant floraison, 3.40% (P/P) en pleineaféon et de 1.50% a 1.72®/P) en post-

floraison.

C’est pour cette raison que les connaissanceditmawklles inclues des détails comme
la saison durant laquelle des espéces particulipresluisent des composés a effets
biologiques actifs, quelle parties de la plantefaement ces principes actifs et la région
(surtout l'altitude) dans laquelle cette espécplis riche en ces composésk(nda, 2002
Chandra, 2004 Jagetia & Baliga, 2005

Dans une autre étude sur le méme gehftejouri etal. (2008) ont constaté que le
rendement moyen en huiles essentielles des édbastdeT. capitatuset deT. bleicherianus
était d’environ 2.05 et 1.75% (P/P).
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Haddouchi etal. (2009) dans une étude surhymus fontanesiBoiss & Reut ont
enregistré un rendement en huiles essentiellesdegR/P) ; par contr®ob etal (2006)ont
obtenua partir des tiges et des feuilles de la méme espégétale un rendement plus faible
de I'ordre de 0.9% (P/P).

Dans une étude faite sur différents espéces dwedérymusexistant en Algériedazzit
etal., (2006)ont obtenu des rendements en huiles essentiellesrdanbyanusl. numidicus

T. guyonij etT. pallescengespectivement de I'ordre de 1.8, 2.4, 1.5 et 37B).

Dans le méme cadrejoumani etal. (2002)ont obtenu des rendements allant de 2.2 a
4.0 % (P/P) pouft. willdenowiiet de 1.4 & 4.2 % (P/P) polralgeriensis

D’aprés une étude faite pgurbott & Loomis (1987)il apparait qu’'une longue journée
associée a une forte intensité lumineuse et ung@éeature élevée favorise la production
d’huiles essentielles. De leur c6tB)-Keltawi & Croteau (1986a ; 1986lont montré que les
régulateurs génétiques sont responsables de laatiormd’huile essentielles par un effet
direct sur le métabolisme des mono-terpenes etlesumiveaux d’activité des enzymes

biosynthétiques.
[11.2.3. Rendement en huile essentielle déurcuma longa

Un faible rendement en huiles essentielles a ét&ér cheZCurcuma longd.. Il est de
I'ordre de 0.96 %fig. 10).

La teneur en huiles essentielles Gercuma longaobtenue pat.oc etal. (2008)est
d’environ 1.51% (P/P)Singh etal., (2010a)ont obtenu un rendement de 2.9% (P/P) pour les

rhizomes secs et de 1.4% pour les rhizomes frais.

De leur cotéGounder & Lingamallu (2012)nt obtenu des rendements d’extraction en
huiles essentielles des rhizomes @ercuma longade l'ordre de 3.52 et 3.05 % (P/P),

respectivement pour des rhizomes frais et secs.

Les travaux realisés pafgner & Scholz (19993ur cette méme espéce leurs ont permis
d’obtenir un rendement en huile essentielle (5.8P9 Fargement supérieur a celui de cette

étude.

Par ailleurs, I'extraction par des solvants vatatlle I'huile essentielle d€urcuma
effectuée paiManzan etal. (2003)leur ont permis d’obtenir des rendements de l'omiee
5.49% (P/P).

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentilBisymus ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem5 3

Ces observations laissent penser que les diffésentzans les teneurs en huiles
essentielles d€urcumasont dues a plusieurs facteurs : l'origine géogm) les facteurs
écologiques notamment climatiques (la températtdthemidité), I'espéce et/ou la variété
végetat elle-méme, I'organe végeétal, le stade de la caniss, la période de cueillette ainsi
gue la méthode d’extractidithajeh etal., 2004 et 2005Viljoen etal., 2006a; Sefidkon et
al., 2007%.

D’un autre coteé, la méthode de séchage usuellehizezmes deCurcuma longaa des
effets significatifs sur la qualité et la quantike ses huiles essentielléss¢kun etal., 2007,
parce que les substances volatiles sont présergrs ks cellules spécifiques et les
canalisations sont présentes dans la région m@asigue du rhizomeRavindra etl., 2007.

Ces cellules peuvent étre endommagées durant dgeapnduisant a I'exposition des
huiles essentielles qui y sont contenues aux donditatmosphériques, qui peuvent favoriser
leur volatilisation au cours du séchadg@az-Maroto etal., 2009. Les échantillons séchés
apparaissent trop fibreux et ainsi cela sera piffisite a casser et a moudre. Par ailleurs, le
type et la vitesse de broyage peut induire uneaél@v de la température et par conséquent la
perte de substances volatileBalakrishnan, 2007 ; Gounder & Lingamallu 2D1Zeci
pourrait expliquer en partie le faible rendememixtfaction obtenu dans ce travail.

[11.3. Composition des huiles essentielles extraite
Les activités biologiques des huiles essentieltag gtroitement liées a sa composition
chimique, et chaque huile essentielle est un méléngg complexe constitué de plusieurs dizaines

de composés en proportions trés varigskhechi etl., 2010.

Le choix de cette plante s’est basé sur ses ventdicinales connues telles que ses
propriétés antalgiques, anti-infectieuses et aasisdiques. Pour cela, il était nécessaire de
connaitre la composition chimique de I'huile esedlet de cette plante poussant spontanément

dans la région de Tlemcen (Algérie).
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[11.3.1. L’huile essentielle dAmmoides verticillata

L’analyse par chromatographie de I'huile essemtidihmmoides verticillata révélé vingt-
trois (23) constituants identifiés dans cette hesentielle f{g. 11), dont la totalité sont des

monoterpéeneddbleau 9.

Le taux des monoterpenes oxygénés identifiés reptess7.4% (v/ivde la composition
globale. L'alcool cumine est le monoterpene oxyg@goritaire avec un taux de l'ordre de 44.3%

(v/v), suivi par le thymol avec 10.8%ar contre le carvacrol est présent en faible tefiel%).

Trois autres monoterpénes oxygénés sont égaleatemtifies : le terpinéne-4-ol (0.9%), traps-
2-Menthen-1-ol (0.2%) et le linaloole (0.1%Jors de l'analyse de ces huiles essentielles, nous
avons caractérisé huit monoterpénes hydrocarboniégegrésentent 42.7%e la composition
chimique globale, avec prédominance gaymeéne (18.1%)suivi de limonéne (14.2%), de
terpinéne (10.2 — 12.4%) et dePinéne (1.9%)Cing autres oléfines sont également identifiés,
soit: lep-myrcéne (0.5%), le-terpinéne (0.4%), IB-pinene, a-thujéne et le terpinoléne (avec 0.2

% pour chacun de ces composés).

Ces résultats nous amenent a dire que lveitte essentielle appartient au groupe chimique a

Alcool cumine/limoneng-cymene/thymol.

D’aprés le screening de la documentation traitantdmposition chimique Ammoides
verticillata, c’est la premiére fois qu’on constate que I'alcoamin soit le composé majoritaire

des huiles essentiellesAdhmoides vertcillata

L'huile essentielled’Ammoides verticillatad'Algérie a fait I'objet de plusieurs études.
Kambouche & El-Abed (2003pnt déterminé la composition chimique de l'huilsestielle
d'’Ammoides verticillatagcolté dans la région d'Oran.
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Tableau 9 : Composition en pourcentage (v/v) des huiles eidlastisolées de la partie aérienne
d’Ammoides verticillata

Composés IR IRt Ammoides
verticillata
(%) (viv)
a-Thujene 924 929 0.2
a-Pinéne 93C 937 1.¢
Sabinene 958 961 T
B-Pinene 963 963 0.2
B-Myrcene 97t 97t 0.t
a-Phellandrene 995 1003 T
d-3-Carene 1000 1004 T
a-Terpinéne 100z 100t 04
p-cymene 1003 1008 18.1
B-Phellandrene 1005 1009 T
Limoneéne 100¢ 101¢ 14.2
y-Terpinéne 1035 1035 6.8
hydratetrans-Sabinene 1037 1047 T
Terpinoléne 1064 1064 0.2
Linaloole 1074 1082 0.1
trans-p-2-Menthen-1-ol 1099 1095 0.2
Terpinéne-4-ol 114¢ 115¢ 0.€
a-Terpinéeol 1159 1157 T
Aldehyde cumine 1200 1200 T
Carvont 121C 120¢ T
alcool cumine 1260 1270 44.3
Thymol 1275 1278 10.8
Carvacri 128¢ 129¢ 1.1
% d’identification 99.9
Composés regroupés
Monoterpéne hydrocarbonés 42.5
monoterpeneoxygént 57.2

» Rl - Indice de rétention relativement calculé,Ogs n-alkanes sur la colonne DB-1;

> RI* - Indice de rétention selon la literature reppdé Lindson & Mallar(2014)sur les indices de rétention de DB-1 ou colonne
similaires (100% Dimethylpolysiloxane).

» t-trace (<0.05%).

» Le pourcentage des composés d’huiles essentielé ealculé par une méthode normalisée des différ@re de pics et une
moyenne de deux injections pour chaque huile esflerda été effectuée suivant la méthode décrité-gaieiredo eal., (2010)
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L'analyse de cette huile leur a permis la mise \edeéce de 20 composés représentant
99.9% (v/v) de la composition globale. L'isothynest le composé majoritaire avec une teneur de
51.20% (v/v). D'autres composés sont égalementifdsnen quantités appréciablespleymene
(14.08%), le thymol (12.96%), le limonene (11.898&t)le y-terpinéne (6.79%). Par contre, la

teneur en carvacrol est trés faible, de I'ordr6.28%.

L’analyse chimique de l'huile essentielle de cgitante récoltée a Terni (région de
Tlemcen) faite paBendahou (2007pévele I'importante présence du thymol (50.1%)yispar le
p-cymene (15.6%), le limonéne (15.0%&) carvacrol (8.8%) et par leterpinéne (6.6%).

Plusieurs autres études montrent la grande digedsitcompositions chimiques des huiles
essentielles, dont parmi le travail effectué pakhechi (2009sur les huiles essentielles de la
méme plante récoltée a différentes stations deédgom de Tlemcen (ouest d’Algérie), qui a
constaté que les huiles essentielles de cetterrégaent riches en thymol (48.7 — 51.6%), suivi
par dulimonéne (18.2 — 21.1%), duterpinene (10.2 — 12.4%) et gecymeéne (9.9 — 10.8%)
par contre le carvacrol était présent en faiblewerf0.3%). Ce qui signifie qu’elles appartenaient

au groupe chimique thymol/limoneneyf-terpineéngg-cymene.

Bekhechi etal. (2010) a constaté des différences de dominance entréylaol et
l'isothymol, cette difféerence est due principaletnara station et au stade de récolte, car la
plante récolté des stations d’Ain Témouchent erutldb floraison était riche en isothymol et
gue cette richesse diminue pour que le thymol mdémdominance durant les stades de pleine
et fin floraison. Par contre la plante étudiée degtions de la région de Tlemcen garde

toujours la dominance en faveur du thymol.

L’étude de la composition chimique de I'huile esisdle des graines et de la partie aérienne
de cette plante, effectuée gaalbaa etal. (1973) révele I'existence de deux différents groupes
chimiques, soit: thymagdcymeney-terpinéne pour les graines ou bien dgterpinene/p-

cymene/thymol pour la partie aérienne.

L'huile essentielle extraite des graines de cefpe@ provenant d'Inde est riche en thymol
et eny-terpinéne [{ligram etal., 1963. Khajeh etal. (2004) rapportent également que I'huile
essentielle des graines de cette plante, récoliétnde, est riche en thymol (49.0%), en
terpinéne (30.8%) et gicymene (15.7%). Par contre, un type chimiquea@parChoudhury
etal. (1998)travaillant sur I'huile essentielle des graidgsmmoides verticillataiécolté en Inde,

montre de fortes teneurs de carvone (46.2%) etidenEne (38.1%), alors que celles de
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provenance de Pakistashraf & Batly, 197% et de Turquie Chialva etal., 1993, ont

démontreés la présence d'une teneur élevée en thyroginéne et ep-terpinene.

Dans une autre étude portée pzemissew (1993)sur I'huile essentielle Alnmoides

verticillata d'Ethiopie, a démontré sa richesse en carvacréb)69

D'autre part, I'analyse chimique de huile essdatide graines de cette méme espece,
provenant d'Australie, a permisGersbach et Reddy (2003)Je constater une forte teneur en
thymol (45.6%) envy-terpinéne (23.8%) et grcymene (21.25%).

Une étude phytochimique réalisée pdehboubi & Kazempour (2011)sur les huiles
essentielles &@mmoides verticillatdourni par la compagnie « Barijdes essences phzeutigues
d’lran » a révélé qudhymol (45.9%),y-terpinéne (20.6%) et-cymeéne (19%) étaient les
constituants majeurs suivi par méthacrylate d'éhgl (6.9%), B-pinéne (1.9%), et

hexadecane (1.1%)

Les huiles essentielles de cette espéce sont éasgets par une variabilité de la
composition chimique, due probablement au stadeéWeloppement de cette espece. Certains
travaux montrent que teterpinéne prédomine au début du cycle végétatibddante, ensuite,
durant la floraison, une grande quantité gleymene et une certaine teneur en thymol
apparaissent. Par contre, a la maturité de lagléeg composés phénoliques dont principalement
le thymol se trouvent en abondari€#oudhury etl., 1998)

Dans le méme genre, I'étude réalisée sur les hdtsentielles &mmoides atlantica
collecté des environs de Sétif (Est d’Algérie) paouer etal., (2008) nous donne une idée sur
les composés majoritaire avec le Thymol (53.2%) mmemcomposé majoritaire,-terpinéne
(19.4%) et p-cyméne (10.6%). Ces résultats montrent que majg@mmoides atlanticast une
espece différente par rapportAdnmoides verticillatamais elles peuvent appartenir au méme

groupe chimique.

Par contreBoudiar etal. (2011)a constaté que les composés et des teneurs die I'hu
essentielle dAmmoides atlanticaollectée a Jijel (Est d’Algérie) est complétemdifférente avec
des teneurs de 17.9% pour safranal, 17.6% pour-Bodweol, 15.5% pour le Chrysanthenone,
12.1% pour le Filifolone et 11.8% pour le Camphore.

[11.3.2. L’huile essentielle deThymus ciliatusssp eu-ciliatus

La recherche des travaux traitant I'nuile essdantide T. ciliatus a donné un nombre

vraiment réduit ce qui prouve que cette plante pga pris sa part entiere dans la recherche.
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L’analyse par chromatographie de l'huile essemtiele Thymus ciliatusssp. eu-ciliatus nous
dévoile trente-trois (33) constituants et qui sm@ntifiés par une chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masge 12, dont la majorité sont des monoterpenes
(96.9%), alors que les sesquiterpenes ne sontrjpeege’a 2.7% tébleau 1)

Le taux des monoterpenes oxygénés identifiés repres5.4%le la composition globale.
Le carvacrol est le monoterpéne oxygéné majorisaee un taux de l'ordre de 74.4%, suivi par le
linalool avec 1.7%Par contre le thymol est présent en tres faibleuerf0.2%).Sept autres
monoterpenes oxygeneés sont également identifiégerpinene-4-ol (0.7%), Bornéole (0.3%) le

Nérale, le Géraniale, I'alcool cumine et I'acétdéecarvacryle (0.2% chacun).

Lors de l'analyse de ces huiles essentielles, aoass caractérisé dix-sept monoterpenes
hydrocarbonés qui représentent 21 &da composition chimique globale, avec prédonmiratu
p-cymene (8.3%)suivi par le y-terpinéne (5.9%)p3-Myrcene (2%),a-terpinéne (1.6%)a-
Thujene (1.1%),a-Pinene (0.9%),3-Pinéne, a-Phellandréne -Phellandrene (0.3% chacun)
Camphene, 1-Octén-3-ol, limonéne, HydratensSabinene, Terpinolene (0.2% chacwAy-
Caréne, laK)-p-Ociméene (0.1% chacun) et I'hydrate de cis-Sabirmeme traces.

En plus des sesquiterpénes avec un taux globd@eréle représentés par des sesquiterpenes
oxygenés comme Il&)-pB-Caryophyllene (1.8%)-Humulene (0.2%), d@-Bisaboléne et di)-
a-Bisabolene (0.1% chacun).

Le composé représentant les sesquiterpenes oxggéiiéxide de Caryophyllene avec un
taux de 0.5%.

D’autres travaux rapportent quetémeur et la nature des composés majoritairesntarie
considérablement d’'un échantillon a I'autre en famcde 'origine des plantes ; c’est le cas
pour T. ciliatus de I'Algérie, pour lequelGiordani et al. (2008) ont montré que I'huile

essentielle dé&. ciliatusde Djebel Ansel (Algérie) est dominée par le thyiiedl.52%).

En revanche, le carvacrol (72.4-80.3%) est le ¢stt principal de huit provenances
de T. ciliatus ssp.eu-ciliatusde la région de Tlemcen (Algériedqusmaha-Marroket al.,
2007).

L’étude faite paHazzit etal. (2006)montre que les composés majoritaires de I'huile
essentielle dd. munbyanugT. ciliatug sont le thymol (37.7%)-cyméne (14.2%) et lg-
terpinene (10.1%).
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Figure 12 : Chromatogramme d’une analyse par CPG de l'huilergidle deThymus
ciliatus (10 = p-cymene, 14 =terpinene, 26 = carvacrol).
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Tableau 10 : Composition en pourcentage (v/v) des huiles eidlmst isolées de la partie
aérienne d&@hymus ciliatus

Composés RI RIL Thymus
Ciliates(%)
(VIv)
a-Thujene 924 929 1.1
a-Pinent 93C 937 0.c
Camphene 938 938 0.2
1-Octen-3-ol 961 961 0.2
B-Pinent 963 963 0.2
B-Myrcene 975 975 2.0
a-Phellandrene 995 1003 0.3
0-3-Caren: 100( 1004 0.1
a-Terpinene 1002 1005 1.6
p-Cymene 1003 1008 8.3
B-Phellandren 100¢ 100¢ 0.2
Limonene 1009 1016 0.2
(E)-p-Ocimene 1027 1026 0.1
y-Terpinen: 103t 103t 5.€
transSabinene hydrate 1037 1047 0.2
Terpinolene 1064 1064 0.2
cis-Sabinene hydra 106¢€ 1081 t
Linalool 1074 1082 1.7
Borneol 1134 1139 0.3
Terpiner-4-ol 114¢ 1152 0.7
a-Terpineol 1159 1157 0.1
Nera 1210 0.2
Gerania 124( 124¢ 0.2
Cumin alcohol 1260 1270 0.2
Thymol 1275 1278 0.2
Carvacro 128¢ 129¢ 71.4
Eugenol 1327 1325 0.1
Carvacryl acetate 1348 1348 0.2
(E)-p-Caryophyllen 1414 141°¢ 1.8
a-Humulene 1447 1439 0.2
B-Bisabolene 1500 1511 0.1
(E)-a-Bisabolen 153¢ 0.1
Caryophyllene oxide 1561 1583 0.5
% d’identification 99.9
Composés regroupés
hydrocarbones Monoterpéne 215
monoterpéenes contenant I'Oxygéne 75.4
hydrocarbons Sesquiterpe 2.2
sesquiterpenes contenant 'Oxygene 0.5
Autres 0.3

» Rl - Indice de rétention relativement calculésg0gs n-alkanes sur la colonne DB-1;

> RI* - Indice de rétention selon la literature reppdé Lindson & Mallar(2014)sur les indices de rétention de DB-1 ou colonne
similaires (100% Dimethylpolysiloxane).

» t-trace (<0.05%).

» Le pourcentage des composés d’huiles essentielé ealculé par une méthode normalisée des différ@re de pics et une
moyenne de deux injections pour chaque huile esflerd été effectuée suivant la méthode décrité-gaieiredo eal., (2010)
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Dans une recherche réalisée péwadir etal. (2013)sur les huiles essentielles e
munbyanusssp. Ciliatus récoltée a Tlemcen (Ouest d’Algérie), ils ont requgr que cette
huile est composée principalement de Carvacrollg8suivi par dyp-Cymene (7.1%) et du

y-Terpinene (4.2%).

La composition chimique des huiles essentiellesMaroc montre également une
grande diversité en ce qui concerne les composgsitaaes de cette essence.

En effet,Benjilali et al. (1987)en étudiant la composition chimique de 14 échansl
de T. ciliatus de différentes régions du Maroc ont constaté quedaur et la nature des
composés majoritaires varient considérablement d@cimantillon a l'autre en fonction de
I'origine de la plante : le thymol (0.3-29.3%),darvacrol (0.4- 21.7%), I'acétatecdterpenyl
(0-42.9%), I'acétate de geranyl (0-21.7%), le battyrde geranyl (0-26.7%), le camphre (0.4-
28.4%) et le bornéol (0.1- 31.6%).

De son cotefl Ajjouri (2013) a constaté que I'huile essentielle Teymus ciliatus
récoltée dans la région d’Azrou (Maroc), est cdanég principalement par le thymol
(44.20%), leB-E-ocimene (25.80%) etd-terpinéne (12.30%).

Dans le méme genrelazzit etal. (2006)a constaté que I'huile essentielleTdeguyonij
récolté de la Kabylie, est caractérisée paymene (18.6%) et-terpinéne (13.0%) comme
composés majoritaires. Le carvacrol (41.5%) etelpihéne (16.6%) sont les composés
majoritaires deT. pallescensPar contre, I'huile essentielle de numidicusest caractérisée

par le R-terpinéol comme composé majoritaire avetaux de 34.4%.

Par contre,Giordani etal. (2008) a enregistré une dominance du Thymol (66.31 —
57.20%) dans les huiles essentiellesTdeumidicusrécolté de deux régions de Souk Ahras
(Est d’Algérie), suivi par le Linalool (8.62 — 9%, le y-terpinéne (6.12 — 9.19%) et fe
Cyméne (6.20 — 7.55%). Dans la méme étddealgeriensisdonne des composants
extrémement différents avee-Pinéne (27.14 — 25.52%) comme composé majoritaire,
Camphore (8.77 — 8.45%) le 1,8 Cinéole (7.69 —%)68t le Shinéne (5.25 — 5.61%) en plus

d’'une panoplie de composées avec de faibles teneurs

L'étude des huiles essentielles de deux espécethyie de Blida (centre algérie),
Houmani efal. (2002)ont remarqué que les composés dominants de I'bagentielles d&.
willdenowii étaient le carvacrol (51.3%); p-cymene 15.2%)ntbly(15.1%) par contre ceux

majoritaires d€. algeriensigtaient le linalool (40.2%) ; thymol (33.7%) ; prtene (5.5%).
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[11.3.3. L’huile essentielle deCurcuma longa

L’analyse par chromatographie de I'huile essemtiellAmmoides verticillatanous fait
apparaitre trente-neuf (39) composés identifies datte huile essentiell€if. 13 représentant
84.2% de la totalité des huiles essentieltEst 65% sont des sesquiterpene oxygénés, 8.1%
sont des monoterpenes hydrocarbonés, 7.7% sordedesiterpenes hydrocarboneés, 1.8% sont

des monoterpenes oxygématjeau 1).

Le tumerone aromatique est le composé majoritaiee an taux de l'ordre de 35.0%, suivi
par le Curlone (14.2%) et le tumérone avec (11.8%)ensemble constituent le groupe des
sesquiterpenes oxygeérn@’'autres composés sont aussi identifiés dom-@mene (4.1%)q-
Phellandréne (2.7%), Curcuméne aromatique (2.68)f3-$esquiphellandrene (2.5%), le
trans-a-Atlantone (2.0%).Le reste des composés présents dans la compodgiaette huile
essentielle ne dépassent pas 2.0%. Il faut sigaalesi que le carvacrol et le thymol font partie

des composés minoritaires avec 0.2% chacun.

Le composé majoritaire des huiles essentielles riemmes la variété Roma de
Curcuma longaest I'ar-tumérone (49.1%) suivi par curlone (16)8&ephellandrene (5.3%),
ar-curcumene (3.5%). Le méme composé a été majeriians les huiles essentielles des

rhizomes de€Curcuma longade différentes origines étudié parela efal. (2002.

Dans une étude faite p&erreira etal. (2013) les composés majoritaires de I'huile
essentielle deCurcuma longasont l'ar-turmérone (33.2%)g-turmérone (23.5%) ep-
turmérone (22.7%). D’autres chercheurs ont austnobl’ar-turmérone comme composeé
majoritaire des huiles essentielles@acuma longgSingh etal., 2002 ; Jayaprakashaat,
2005 ; Péret-Almeida etl., 2008 ; Dhingra edl., 2007 ; Singh edl., 20103.

Nos résultats d’analyse chimique de I'huile essdlstiont encore été comparés avec
d’autres études comme celle déen etal. (1983) qui ont marqué la présence de lar-
tumérone avec une proportion de 8.4%, de méne¢al. (1997)ont signalé un taux de 6.4%
du méme composé, 18% signalé pau etal. (1995)en plus desharma eal. (1997)qui ont

signalé un taux compris entre 16.7 et 25.7%.
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i = hm* ettt MW

Figure 13 : Chromatogramme d'une analyse par CPG de l'huilergsdle deCurcuma
longa
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Tableau 11 : Composition en pourcentage (v/v) des huiles emskast isolées des rhizomes

deCurcuma longa.

Curcuma

longa (%)
Composés RI Rt (VIV)
a-Thujéne 924 92¢ t
a-Pinéne 930 937 0.3
Sabinéne 958 961 t
6-Methyl-5-hepter-2-one 96C 96¢€ t
B-Pinene 963 963 t
B-Myrcéne 975 975 0.2
a-Phellandren 99t 100z 2.7
5-3-Caréne 1000 1004 0.1
a-Terpinene 1002 1005 t
p-Cyment 100z 100¢ 4.1
1,8-Cineole 1005 1012 1.0
B-Phellandrene 1005 1009 0.1
Limoneéne 100¢ 101¢ 04
y-Terpineéne 1035 1035 t
2,5-Dimethyl styrene 1059 1080 t
Terpinolén: 1064 1064 0.2
Linalool 1074 1082 t
cis-p-2-Menthen-1-ol 1110 t
p-Methyl acétophenotr 114: 1154 t
p-Cymen-8-ol 1148 1171 0.2
a-Terpineol 1159 1157 0.1
aldehyde Cumir 120( 120( 0.1
alcool Cumine 1260 1270 t
Thymol 1275 1278 0.2
Carvacra 128¢ 129¢ 0.2
B-Caryophylléne 1414 1415 0.7
a-Humuléne 1447 1439 0.1
trans-p-Farneser 145¢ 1467 0.2
ar-Curcumene 1474 1473 2.6
a-Zingiberéne 1492 1489 1.1
B-Bisabolen 150( 150: 0.t
B-Sesquiphellandrene 1508 1516 2.5
6-p-Tolylheptan-2-one 1551 1.5
ar-Tumero 155¢ 156¢ 1.2
ar-Tumerone 1607 1616 35.0
Tumerone 1612 11.8
Curlone 163¢ 14.2
a-Oxobisaboléne 1703 0.8
trans-a-Atlantone 1727 2.0
% of identification 84.2
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Curcuma

longa (%)
Composés RI Rt (VIV)
Composés regroupés
hydrocarbones Monoterpée 8.1
monoterpénes contenant I'Oxygéne 1.8
hydrocarbons Sesquiterpene 7.7
sesquiterpénes contenant I'Oxyg 65.1
Autres 1.5

» Rl - Indice de rétention relativement calculése0s n-alkanes sur la colonne DB-1;

> RI"—Indice de rétention selon la literature reppaé Lindson & Mallar(2014)sur les indices de rétention de DB-1 ou colonne
similaires (100% Dimethylpolysiloxane).

» t-trace (<0.05%).

» Le pourcentage des composés d’huiles essentiek8 aalculé par une méthode normalisée des différ@ire de pics et une
moyenne de deux injections pour chaque huile eistflera été effectuée suivant la méthode décrité-gaieiredo eal., (2010)

Par contrePriya etal. (2012) ont obtenu leB-sesquiphellandrene comme compose
majoritaire avec un taux de 22.8% suivi par terlgine (9.5%) et le curcuméne aromatique
(7.8%).

Singh etal., (201]) signalent que la présence d’un taux élevé I'arérone conduit a
'augmentation de la demande et I'utilisation inronale de cultivars contenant ce genre de

composeé et qui va conduire a la valorisation médiei de leurs huiles essentielles.

l1l.4. Activité antibactérienne des huiles essentlies extraites
Lors de cette étude, nous avons testé les huilesntislles des différentes espéces
végetales vis-a-vis de souches bactériennes cpéésédemment, en appliquant deux

méthodes.

Dans un premier temps, nous avons testé l'actilét&€es huiles essentielles par une
méthode rapide (la méthode de diffusion sur disgsevi par détermination de la
concentration minimale d'inhibition (CMI) en utdist la méthode de contact direct en milieu

gélosé.

[11.4.1. Activité antibactérienne des huiles esserlles d’Ammoides verticillata

[11.4.1.1. Mise en évidence de I'activité antibactéenne

La méthode de diffusion sur milieu gélosé est unéthode qualitative, simple,
appliguée en routine a toute bactérie considérgsrmpathogeéne. Cette méthad inspirée

de I'antibiogramme qui permet de déterminer I'atévinhibitrice de croissance des huiles
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essentielles par la mesure du diametre d’inhibieiatour d’'un disque de cellulose imprégné
d’huile essentiellel{e Billerbeck, 200Y).

L’activité inhibitrice des huiles essentielles da partie aérienne Ammoides
verticillata a été étudiée sur des bactéries a Grans.+ThyphimuriumATCC 14028,L.
monocytogeneScott A, L. monocytogeneEGD, L. monocytogeneA9, L. monocytogenes
T8) et Gram - S$taphylococcus aurelATCC 25923, Staphylococcus aureugRSA 5,
Staphylococcus aureSTCC 43300,Escherichia coliATCC 25922,Escherichia coliECL
3463, Escherichia colECL 6611,Escherichia coliDSM 1077), en plus d’'un témoin positif

(chloramphénicol) apres 24heures de co-culture’@ 3dr un milieu solide (Muller Hinton).

Le premier constat tiré a partir dableaul?, est que I'huile essentielle Ailnmoides
verticillata a exercé un effet antibactérien qui s’est tragait des zones d’inhibitions qui
n'ont pas dépassé 14 mm (comprise entre 13.6 nthé@tmm), en constituant un seul groupe
statistique (P<0.05), sans que le type de microosgze (Gram + ou Gram -) n’affecte cette
efficacité comparé a la Chloramphénicol qui a eXeng fort effet inhibiteur qui s’est traduit
par des zones d’inhibitions comprise entre 21 mi@2e83 mm sur I'ensemble des souches
testées, enregistrant une efficacité statistiquénién< 0.05) supérieure a celle de I'huile
essentielle.

[11.4.1.2. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La concentration minimale inhibitrice c’est une bfai concentration de I'agent
antimicrobien qui inhibe toute croissance visiblegndmicroorganisme apres 24h d’incubation
dans un milieu de culture adéquat. C'est I'approlzhelus utilisé pour évaludn vitro
I'efficacité d’'une substance antimicrobiennie(jah etal., 200§. En terme d'ordre de
grandeur, les CMI correspondent a des valeurs psodbug/mL et dans tous les cas plus la
CMI est faible, plus I'antibactérien est adtificolas et Daniel, 1998

Notre F'® constatation faite sur lebleau 13est que la CMI des huiles essentielles des
feuilles dAmmoides verticillatasur la croissance de toutes les souches quelqgtie dm
Staphylococcus aureyaTCC 25923 etATCC 43300) ou sur les soucheg&dtherichia coli
(ATCC 25922, ECL 3463 et ECL 6611) était de 1.84fnl..

Selon I'étude ethnobotanique effectué summoides vertcillataplusieurs auteurs la
considére comme une plante médicinale grace augioantibactérien et antifongique de ses
huiles essentielle®{bey et Mishra, 1990Srivastava eal., 1999.
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D’aprés I'étude réalisée pabdelouhid et Bekhechi (200&ur les huiles essentielles
d’A. verticillata les valeurs de la CMI sont comprises entre 557@&1 et 1278.30 pug/mL
pourE. coliet 650.81 pg/mL pouB. aureusEn comparant ces résultats avec les notres, nous
remarquons que l'effet inhibiteur de I'huile esselieé étudiée dans notre cas est nettement

plus élevée par rapport aux résultats de ces auteur

Le screening de l'activité antimicrobienne des dmiiessentielles de quelques plantes
meédicinales dont parmA. verticillata a permi aUpadhyayet al. (2010) d’obtenir des zones
d’inhibitions de l'ordre de23.0mm pour Escherichia coli(ATCC 25922)et 21.13mm pour
Staphylococcus aure & TCC 25923) ce qui mentionne l'efficacité de lamte comparée a
celle étudiée dans notre cas, par contre danstlzoae de CMI, uniquemeiischerichia coli
(ATCC 25922) qui a été fortement inhibée car aveva@iume de 0.125uL/mL ils ont eu une
inhibition totale, en revancheis-a-vis de Staphylococcus aureuATCC 25923)ils ont
enregistré une CMI de I'ordre digtL/mL.

En étudiant l'activité antimicrobienne Athmoides vertcillatacollectée de la station
expérimentale de l'université de Tahran (IraBpudarzi etal. (2011)ont enregistré une
activité antibactérienne plus importante que laenpar I'obtention des zones d’inhibitions de
22mm pourStaphylococcus aureUATCC 29213), 21mm pouEscherichia coli(ATCC
25922), 23mm pouBalmonella typhimuriurffATCC 1731). Ce qu'il faut signaler c’est que la
qguantité d’huile essentielle mise dans le puig é@@i5pL ce qui peut expliquer ce taux éleve.
De méme l'efficacité de ces huiles sur les deuxckesS. aureusATCC 29213 etE. coli
ATCC 25922 réalisée par la méthode de CMI a domeéconcentration de I'ordre de 0.031%
(v/v) ce qui montre une efficacité nettement plapartante que celle des huiles utilisées dans
notre expérimentation.

La variabilité de [l'activité antibactérienne desamies est étroitement liée a la
composition chimique de leurs huiles essentielleslliecuer eal., (1980 ainsi queSanny &
Gopalakrishnakone (201,0ont montré que les huiles essentielles qui sofiségis comme
agents de flaveur pour aliments, possédent un Ergetre d’activité antimicrobienne attribué

a leur contenance élevée en dérivés phénoliquemedmcarvacrol et le thymol.
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Tableau 12 :Diametre des zones d’inhibitions (en mm) des diffiées souches bactériennes

confrontées aux huiles essentielle&mimoides verticillata.

Souches Amr_n_0|des Chloramphenicol
verticillata

Staphylococcus auredsTCC 25923 11.8+2.6 21 +1.4%°
Staphylococcus aureldRSA 5 11.67 +1.53 21.33 +2.5%
Staphylococcus auredsTCC 43300 11.5+2.7 24.67 £1.04
Escherichia colATCC 25922 13.6+1.8 27 +1.4%°
Escherichia colECL 3463 11.3+1.4 29.17 + 1.0%
Escherichia colECL 6611 12 +4.2 28.33+1.18
Escherichia colDSM 1077 12.36 £+ 0.76 27 +1.5¢
Salmonella ThyphimuriuTCC 14028 9.67 +2.36 28.83 + 2.3%
Listeria monocytogenescott A 13+0.5 29.67 + 0.29
Listeria monocytogendsGD 13.67 £0.76 32.83 + 1.0%
Listeria monocytogenes9 12.33+0.76 30.5 + £
Listeria monocytogen€k3 11.67 +3.55 30 +2.12

Tableau 13 : Viabilité des différentes souches bactériennenfroatées a différentes

concentrations d’huiles essentiellediimoides vertcicllata

Bactéries Concentrations en huiles essentielle&. derticillata (en mg/mL)
3.686| 2.304| 1.843| 0.921] 0.460| 0.230| 0.184| 0.092
Escherichia coli
ATCC 25922 - - - + + + + +
Escherichia coli
ECL 3463 - - - + + + + +
Escherichia coli
ECL 6611 - - - + + + + +
S.aureusATCC
25923 - - - * * * * +
S.aureusATCC
43300 - - - * * * * *

+ : Croissance bactérienne

- 1 Absenages bactéries
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Plusieurs études ont approuvé que I'importanceaded-activité des huiles essentielles
d’A. verticillata est en relation avec sa teneur en thy(@aludarzi etal., 2011; Paul etal.,
2011; Moazeni efal., 201). Effectivement dans les études menéeHider! etal., (2009)et
celle dAmarti etal. (2010) les huiles essentielles des plantes riches en thgnicexercé
une forte activité antimicrobienn®e méme,Dorman et Deans (200@nt montré que le
thymol est le composé qui possede le large spetaivité antimicrobien vis-a-vis de 25
bactéries testées.

Lambert efal. (2001)etjuven etal. (1994)ont expliqué ce phénomene par le fait que le
thymol se lie a la protéine membranaire et faitraegter la perméabilité de la membrane

cellulaire bactérienne.

D’autres travaux ont suggéré aussi qaecomposé volatil est responsable de
l'inactivation d’enzyme y compris ceux impliqué dala production d’énergie et la synthese
de structur¢Trombetta etl. 2009.

Ce manque d’activité peut étre attribué au faiblextde composés réputé pour avoir
une activité antimicrobienne comme le thymol eti ddpend du stade végétatif de la plante
car malgré que cette derniere a été récolté a menpgriode que les autres plantes mises en
évidence par les autres auteurs mais elle n'aaaitgpteint un stade de maturité vue l'altitude
et les conditions climatiques de la saison ainsilguégion de collecte et ce phénomeéne a été

expliqué et approuvé pahoudhury eal., (1998)et aussi paBruneton (1999)

Ce qu'on peut dire est que linteraction entre khpgéne et I'huile essentielle
d’Ammoides verticillateen plus de sa flaveur recherché par la populat@amontre qu’elle

recéle un potentiel qui peut étre exploité.

[11.4.2. Activité antibactérienne des huiles esserdlles Thymus ciliatus ssp. eu-
ciliatus

I11.4.2.1. Mise en évidence de I'activité antibactéenne

Comparée dAmmoides verticillataThymus ciliatussp.eu-ciliatusa exercé une forte
activité antibactérienne qui s’est traduite par deses d’inhibition de I'ordre de 12.5mm,
enregistré par la mise en évidence de cette hsdergielle sus. aureusATCC 25923 et qui
s’est avéré la plus résistante accompagnée gsiatstient (P<0.05) pa8. aureusATCC
43300 (avec 13.63 mm), de leurs coEescoli ECL 6611,Escherichia colibSM 1077.S.
ThyphimuriumATCC 14028 ef.. monocytogened9 ont marqué une différence statistique
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(P<0.05) comparées aux premieres souches en d@naagides zones d’inhibitions respectives
de l'ordre de 14.17 mm, 14.67 mm, 15.67 mm et 16. iEnire les deux groupes, pour étre
marquée comme plus sensibles que les premieratlsignaler le groupe de souches qui a
enregistré des zones inhibitrices statistiquemaetmeédiaire (P<0.05) et qui regroupecoli
ATCC 25922 (13.79 mm}. aureuMRSA 5 (13.83 mm)L.. monocytogen€E8 (13.83 mm)

et Escherichia colIECL 3463 (13.83 mm), pour en arrivel.amonocytogeneBGD etL.
monocytogeneScott A qui se sont montrée les plus sensiblestta beiile essentielles en
enregistrant des zones d’inhibitions de l'ordrepessif de 22.5 mm et de 17 mm, cette

sensibilité se rapproche de celle de la chloramipbén(tableau 1,
[11.4.2.2. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Le tableau 14 nous indique clairement que I'hudiseatielle a été plus efficace sur les
bactéries a Gram (-) représentéeskmherichia coliavec des CMI de I'ordre respectif de
0.977 pL/mL pour les deux premieres soudfelTCC 25922 et ECL 3463t de0.488 uL/mL
pour la troisieme souche (ECL 6611), comparé awtéba@s a Gram (+) représentées par
Staphylococcus aureuéStaphylococcus aureuTCC 25923 etStaphylococcus aureus
ATCC 43300) qui ont montrées plus de résistance potegistrer des CMI de 2.225uL/mL
pour Staphylococcus aureUSTCC 25923) et de 1.954uL/mL poustaphylococcus aureus
ATCC 43300) (ableau 1h

L’activité antibactérienne de l'huile essentielle kh méme espéce étudiée dans notre
casThymus ciliatussp. eu-ciliatus,Bousmaha-Marroki etl. (2007)ont enregistré des CMI
similaires aux notre (avec 0.98mg/mL) lorsqu’@td confronté &scherichia colipar contre
cette huile essentielle a montré plus d'efficasit®a-vis deStaphylococcus aureugvec

0.92mg/mL) que la notre.

L’étude antibactérienne montée paradir etal. (2013)sur les huiles essentielles Te
munbyanussp.Ciliatus récoltée a Tlemcen (Ouest d’Algérie) vis-a-vis d&entes souche
de Staphylococcus aureyMRSA), a révélé des diametres de zone d’inhibiadlant de 15 a

40mm ce qui est nettement supérieur a nos résultat

Comparée a notre huile essentielles, celleTdgmus algeriensi®oiss et Reut de
Tunisie étudiée pafouari etal. (2011)a exercé un effet antibactérien qui s’est tragartun
diametre d’inhibition vis-a-vis . coliATCC 25922 de I'ordre de 14 mm ce qui en témoigne

de l'efficacité des huiles essentiellesTeciliatus
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La méme constatation d’effet inhibiteur de I'hudssentielle ddhymus spathulifolius
avec un diameétre de la zone d’inhibition de 32 nun Escherichia coliAl a été faite par
Atalay etal. (2004)mais avec des disques imprégnés de 10uL d’huiengetie.

Suivant I'étude réalisée pafutai etal., 2009; L’huile essentielle d&hymus fontenesii
pure a exercé une forte activité sur toutes leslsmsi bactériennes testés. Les diametres
d’inhibitions variaient de 13.33mm a 58mm, avecples grand diamétre obtenue sur
Staphylococcus aure{8.5mm) et le plus petit sitsseudomonas aerugenods8.33mm), ce
qui signifie que les huiles essentielles du Thymdé possedent une large activité

antibactérienne sur les bactéries Gram(+) et Gam(-

SelonPibiri (2006) la plus grande surface d’inhibition était dansds dAcinetobacter
baumanniisuivi par les deux souches 8eaureuscesdernieres sont donc les plus sensibles a

I'huile essentielle d&. fontenesii.

Nodorostova etal. (2009) reportent que [Iactivité antimicrobienne des taiile
essentielles d&hymus pulegioides, Thymus serpylum et ThymusnaikgaversEscherichia
coli ATCC 25922 est de I'ordre de 0.033uL/cmz.

Pour cette souche bactérienne, les aromatogrammteét® réalisés avec différentes
espéeces endémiques de Thym portugais dont les s@mpoajoritaires étaient le linalol et
1,8-cinéol. Les diamétres d’inhibition pour 3uL @&Hvarient entre 6mm (le diametre de
disque) et 15mm pour I'espéce active. Ces résuftaistrent que la présence de phénoals,
Thymol ou carvacrol, augmente drastiquement I'd#€éides huiles essentielles de la méme

espéece pour une méme soudheleiro etal., 2003.

L’analyse chimique de cette huile essentielle @lgéVexistence du carvacrol comme

compose majoritaire.

Des chercheurs ont attribué la forte activité aimtiobienne des huiles essentielles au
thymol et carvacrol. Ces deux composés sont simfladu point de vue structural avec

différence de localisation du radical hydroxyle kunoyau phénoliques(irt, 2009.

Effectivement dans I'étude menée ganarti etal. (2010) les huiles essentielles de
Thymus beleicherianust Thymus ciliatusriches en thymol ont exercé une forte activité
antimicrobienne De méme,Dorman & Deans (2000pnt montré que le thymol est le
composé qui possede un large spectre d’activittmambbien vis-a-vis de 25 bactéries

testées.
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Tableau 14 :Diamétre des zones d'inhibitions (en mm) des dhffées souches bactériennes

confrontées aux huiles essentiellesTgmus ciliatussp.eu-ciliatus

Thymus ciliatusssp.

Souches - Chloramphénicol
eu-ciliatus

Staphylococcus auredsTCC 25923 12.5+0.2% 21 +1.4%°
Staphylococcus aureusTCC 43300 13.63 +£1.58 24.67 £1.04
Staphylococcus auredRSA 5 13.83 £ 0.29 21.33 +2.5%
Listeria monocytogen€ks 13.83 £ 0.76" 30 +2.1%
Listeria monocytogenes9 16 +5.22 30.5 + ¢
Listeria monocytogeneScott A 225+1.8° 29.67 +0.29
Listeria monocytogendsGD 17 £ 3.9%¢ 32.83 +1.0%
Salmonella ThyphimuriuATCC 14028 15.67 + 1.04 28.83 + 2.3%
Escherichia coliATCC 25922 13.79 £ 0.1% 27 +1.411
Escherichia colECL 3463 13.83 £ 2.1 29.17 + 1.0%
Escherichia colECL 6611 14.17 +1.51 28.33+1.18
Escherichia colDSM 1077 14.67 +0.29 27 +1.5¢

Tableau 15 : Viabilité des différentes souches bactériennenfroatées a différentes

concentrations d’huiles essentiellesTdgmus ciliatussp.eu-ciliatus

97

Concentrations d’huiles essentiellesTdeiliatusssp eu-ciliatus

Bactéries (en mg/mL)
3.696| 2.225 | 1.954| 0.977] 0488 0.225 0.195 0.0

Escherichia coli
ATCC 25922 G- | - - - - + + + +
Escherichia coli
ECL 3463 ) - - ) * * * *
Escherichia coli
ECL 6611 - - - - - * * *
Staphylococcus
aureus ATCC| - - + + + + + +
25923 G+
Staphylococcus
aureus ATCC| - - - + + + + +
43300

+ : Croissance bactérienne

- 1 Absenages bactéries

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentilBsymus _ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem/ 4

L’efficacité antimicrobienne du thymol et du carwacse manifeste par I'affectation de

la perméabilité de la membrane cellulairar(ibert etl., 2007).

Il a été prouvé que ces deux composes sont cambldésagréger la membrane
extérieure de la cellule des bactéries a Grame()relachant les lipopolysacharides et en
augmentant la perméabilité des membranes cytopgasmia I'ATP (elander e@l., 1999.
L’étude faite parambert etal. (2001 sur I'huile essentielle d’Origan riche en canda
mis le point sur la perte des ions de phosphateelade deS. aureusetP. aeruginosacausé

par ce compose.

Le deuxiéme composé majoritaire de cette huile ntiedle est le p-cymene. Ce
composeé est considéré comme précurseur biologigusavacrol, il cause des gonflements
de la membrane cytoplasmique qui dépasse cellad@aarol Ultee etal., 200). Une fois
seul de p-cyméne n’est pas efficace comme ageimiardbien Oorman and Deans, 2000;
Juliano etal., 2000 mais associé au carvacrol, I'action synergétiguéé remarquéJitee et
al., 2000.

Dans cette étude on remargque également, que lteppace des souches bactériennes a
Gram (+) ou a Gram (-) n'influe pas sur leur saligbEn outre,Ouattara etl., (1997)et
Dorman et Deans, (200@nt aussi remarqué que la susceptibilité des bestést en effet

indépendante du Gram de la bactérie

[11.4.3. Activité antibactérienne des huiles esserdlles deCurcuma longa
[11.4.3.1. Mise en évidence de l'activité antibactéenne

L’huile essentielle d€urcuma longaa exercé un effet antibactérien qui s’est traplait
des zones d’inhibitions avec un maximum de 12 mregstré en contact Bscherichia coli
ATCC 25922 qui s’est montrée la plus sensible suparEscherichia coliECL 6611 (11.8
mm) puis paiEscherichia coli ECL 3463 (10.7 mm). Par contre les Staphylocoqeesont
montré moins sensibles a I'huile essentielles, samggistrer une différence significative
(P<0.05), avec des zones d’inhibition de I'ordee 8.26 mm pou6taphylococcus aureus
ATCC 43300 et de 8.93 pottaphylococcus auredsTCC 25923 {ableau 1k

111.4.3.2. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Le tableau 17confirme les résultats obtenus par la méthodeftlesibn sur gélose par
'obtention de CMI identiques pour les différentesuches @scherichia coliavec 1.906

mg/mL, par contre les deux souclgaphylococcus aurew@t montré une résistance a I'huile
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essentielle testée en enregistrant une CMI plusiitapte quEscherichia colide 'ordre de
2.3825 mg/mL.

Angel etal. (2012) en étudiant I'effet antibactérien des huiles esskes des rhizomes
de neuf especes darcuma (C. aeruginosa, C. amada, C. aromaticabi©g, C. caesia, C.
malabarica, C. rakthakanta, C. sylvatieaC. zedoaria par la méthode de disque (10uL par
disque) vis-a-vis de trois souches bactérierBtaphylococcus auredTCC 902 etBacillus
SubtilisMTCC 2756 (gram positif) eE. coli MTCC 2622 (Gram négative), la plupart des
huiles essentielles ont exposé une activité art@nne contre les bactéries utilisées mais
celles deC. aeruginosa, C. amada et C. aromati&té la plus remarquable en enregistrant
I'activité inhibitrice la plus élevé avec des ditne de compris entre 28 et 34 mm vis-a-vis

de toutes les bactéries testées.

De leurs cotésApisarlyakul etal. (1995) ont constaté une excellente efficacité des
huiles essentielles déurcuma longavis-a-vis des dermatophytes comparé a la curcumin

brute.

Sharma egl. (1997)ont enregistré un important diameétre de la zornehiition de
I'ordre de 28 mm vis-a-vis d8. aureusen étudiant I'effet antimicrobien de 'huile estelte
de Curcuma longaqui a dépassé méme celui de la gentamycine guiegyistré 17.0mm vis-

a-vis de la méme souche bactérienne.

Par contreNegi etal. (1999) parlent d’une faible inhibition vis-a-vis B5cherichia

coli, et méme d&taphylococcus aureus.

En effet, les différences de résultats pourraiemé &ttribuées a la nature méme de la
composition chimique des huiles, car seldnssalah eal. (2006) I'activité biologique des huiles

essentielles est a mettre en relation avec sa aitigpochimique.

Dans ce contextejpisarlyakul etal. (1995)ont attribué I'activité antimicrobienne des
huiles essentielles deurcuma longaa I'importance de son compose turmérone aromatique
Cette déduction a été aussi supportéespagh etal. (2011)

Gill et al. (2002)ont trouvé que l'huile essentielle daurcuma longaa exercé une
importante activité antimicrobienne que celle demposés majoritaires utilisés seuls. Ce
constat conduit a dire que les composés minoriigieuvent avoir un important réle soit

additif ou synergétique.
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Tableau 16 :Diamétre des zones d’inhibitions (en mm) des thifiées souches bactériennes

confrontées aux huiles essentielleCdecuma longa

Souches C:J()rggga Chloramphénicol
Escherichia colATCC 25922 120+ 2 27 +1.4%1
Escherichia coliECL 3463 10.7 +0.8% 29.17 + 1.0
Escherichia colECL 6611 11.8 +4.7 28.33+1.18
Staphylococcus aureusTCC 25923 8.93+1.7% 21 +1.4%°
Staphylococcus aureudsTCC 43300 9.26 £ 0.7 24.67 £1.04

Tableau 17 : Viabilité des différentes souches bactériennesfroatées a différentes

concentrations d’huiles essentiellesGlecuma longa.

. Concentrations en huiles essentielle€ddnga (en mg/mL)
Bactéries 3.812 2.3825| 1.906 0.953 0.4765 0.2382 0.1906 3.095
Escherichia coliATCC

- - - + + + + +
25922
Escherichia coliECL

- - - + + + + +
3463
Escherichia coliECL

- - - + + + + +
6611
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ) ) + + + + + +
Staphylococcus aureus

- - + + + + + +
ATCC 43300

+ : Croissance bactérienne - . Absenages bactéries
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[11.5. Mesure du pouvoir antioxydant des huiles esantielles extraites

Le stress oxydative a été relié a plusieurs probde santé comme l'artériosclérose, le
cancer, la maladie d’Alzheimer, maladie de Parking®diabete et 'asthmé&(ris, 2007. La
balance cellulaire des radicaux libres est mairdepar différents antioxydantRéut &
Karuppayil, 2014)

L’antioxydant peut agir sous différents mécanisroesime le piégeage des radicaux
libres, par la décomposition des radicaux libregagtla chélation des ions métalliqguy&sm,
etal., 2009.

Le pouvoir antioxydant des molécules peut étre ualoit de facomn vivo, sur des
organismes vivants, soiin vitro, en utilisant des tests qui miment le phénomene
physiologique. Pour évaluer 'activité antioxydantevitro, des aliments, extraits naturels et
antioxydants commerciales, différentes méthodegtntiéveloppéesiam etal., 2013. Ces
meéthodes impliquent le mélange d’especes oxydateés,que des radicaux libres ou des
complexes métalliques oxydés, avec un échantillsincqntient des antioxydants capables
d’inhiber la génération formation de radicaux lkr€es antioxydants peuvent agir selon trois
mécanismes majeurs, par transfert d’atome d’hydregpar transfert d’électron ou bien par
inhibition d’enzymes d’oxydationsV{iguel, 2010. Ainsi, compte tenu des différents facteurs
impliqués, tels que les propriétés physico-chimsgques molécules, il est recommandé
d’utiliser plusieurs tests pour confirmer une atéhantioxydanteHrior etal., 2005 ; Miguel,
2010 ; Alam efal., 2013. C’est pourquoi notre choix s’est porté sur ligétion de dix tests
chimiques.

Toutes ces activités sont reliees aux composés’hdidel essentielle, incluant les
composés phénoliques, les flavonoides, les terpéhéss sesquiterpenesomaino etal.,
2005 Ferguson & Philpott, 20Q8iguel, 2010; Viuda-Martos etl., 2011; Sanchez-Vioque
etal., 2013 ; Raut & Karuppayil, 2014 )

SelonMiguel (2010) ces composeés font preuve de capacité a piegeadesaux libres
et d’inhiber la peroxydation des lipides par I'actide briser la chaine entre le pyroxyle et le
radical piégeur. En plus, les phénols piege direetd I'espéce d’oxygéne réactif (le radical
hydroxyle, péroxynitrite et I'acide hypochlorique).

De son coté,Amensour etal. (2009) attribue I'activité antioxydante des huiles
essentielles a ses propriétés redox, ce qui leemngi de jouer un important réle dans
'adsorption et la neutralisation des radicauxd#rréprimer I'oxygéne singulier et triplet, et

dans la décomposition des peroxydes.
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Dans ce cadre,Origanum majorana, Tagetes filifolia, Bacopamoniiiand C. longa
ont prouvé leurs capacities antioxydanté$agstri etal., 2006 Tripathi et al., 2007
Maheshwari eal., 200§. D’autres huiles essentielles comme ceuxS#dvia cryptanthand
S. multicaulis Achillea millefolium, M. officinalis M. alternifolia, Curcuma zedoaria
Ocimumsp. etMenthasp. possédent aussi un potentiel antioxydant etcapacité a piéger
les radicaux libresGulluce etal., 2007 Hussain e@l., 200§ Kim et al., 2004 Mau etal.,
2003 Politeo etal., 2007 Tepe etal., 2009.

[11.5.1. Piégeage du radical DPPH

Les résultats obtenus lors du test de mesure dédaction du radical DPPH sont

représentés dansfigure 14

Le premier constat extrait de cette figure est lgupourcentage d’inhibition du radical
DPPH augmente avec l'augmentation de la concentrates huiles essentielles des plantes
étudiéesLe méme constat a été fait par plusieurs autéiosr(atirou etal., 2007; Aazza et
al., 2011b; Priya etal., 2013.

Nous remarquons que I'huile essentielle d’Ajowarexercé une excellente activité
inhibitrice du radical DPPH en atteignant plus 086 d’inhibition & une dose de 0.7mg/mL
comparée a celle du thym qui a enregistré moing@¥é d’inhibition & une dose similaire

pour se faire rattraper par ce dernier aux alestdarlmg/mL.

Malgré que I'huile essentielle daurcuma longaa enregistré une bonne activité vis-a-vis
du radical DPPH, sans atteindre 80% d’inhibitioeite efficacité ne dépasse celle des deux

autres huiles.

Ce constat se confirme par les valeurs gbI€ar on a enregistré 0.0422mg/mL pour
'ajowan suivi par celle du thym avec 0.4705 mg/mien dernier lieu le curcuma avec
0.7218mg/mL. Il faut savoir que I'Es est inversement lié a la capacité antioxydanta d'u
compose, car cette valeur exprime la quantité idydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50 %. Plus laeunld’lGso est basse, plus l'activité

antioxydante d'un composé est grande.

Dans I'étude realisée patuang etal. (2011) I'huile essentielle d’ajowan a exercé une
efficacité antioxydante remarquable en enregistuantaux de 70.30% a la concentration de

lpg/mL.
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Figure 14 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPP¢h fonction des différentes
concentrations des huiles essentielleananoides verticillata(m), Thymus

ciliatus ssp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longg ).
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De leurs cotéslshtiaque etal. (2013)ont obtenu d’importantes activités inhibitrices su

le radical DPPH en atteignant les 88% d’efficacité.

Dans I'étude réalisée padingh etal. (2007) l'effet de l'huile essentielle d’Ajowan
obtenu des marchés de Gorakhpur (Inde) n'a pasfiit@ce comme dans les autres études en

enregistrant seulement 61.2% avec la dose de Sulilels essentielles.

Dans une autre étudésedia etal. (2015) ont enregistré une meilleure efficacité
d’Ajowan par une I de I'ordre de 0.467 pL/mL.

De leurs cétésylazumder etl. (2014)ont enregistré une inhibition du radical DPPH de
I'ordre de 70.67% et de 66.22% respectivement paug/mL I'huile essentielle d’Ajowan et
de Cardamome seules, par contre une associatiom lestdeux (a raison de 100ug/mL de
chaque) a amélioré cette activité en atteignarQ0B8.d’inhibition, ce qui conduit & déduire

gu’il y a eu une synergie entre les composés des lgiles essentielle.

L'activité antioxydante de la fraction acétate Hide des flavonoides de la partie
aérienne dd. ciliatusssp.coloratusa démontré une importante activité en enregisuast
ICsode 0.85 mg/mL)Kholkhal etal., 20193

SelonAmarti etal., (2011)qui ont étudié I'activité antioxydante de quatspéces de
thym du Maroc, qui ont enregistré un bon effet@ntdant tell quer. capitatusT. ciliatuset
T.bleicherianusavec 1Go= 0.069mg/mL, 0.074mg/mL et 0.078 mg/mL respectiertnCes
résultats montrent que I'huile essentielle Teymus ciliatusposséde une bonne activité
antioxydante.

L’étude conduite padamali etal. (2012) a révélé une faible efficacité de I'huile
essentielle dg. ciliatus (en enregistrant une 3&de 'ordre de 206.57ug/mL) comparée aux
autres variétés étudiées du thym du Maroc et dellBHT (avec une 1§ de 4.21ug/mL), ce
gu’il faut signaler est que la teneur en thymolcatvacrol de cette plante était nettement

inférieure par rapport a celle étudiée dans naiseet c’est ce qui a cause cette faible activité.

Comparée a une étude faite farunatirou etal. (2007)sur les huiles essentielles de
Thymus capitalusle Tunisie, les huiles essentielles Teciliatus ont donné une activité
antioxydante nettement supérieure que celleTdeapitaluset qui ont enregistré un taux

d’efficacité antioxydante de I'ordre de 82.7% paue concentration de I'ordre de 0.5mg/mL.
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La méme concentration a été faite en compararitickeité antioxydante des huiles
essentielles de notre étude avec celles obtenuéspa eal. (2005)en étudiant.sipyleuset
avec des I6 de I'ordre de 0.22 mg/mL podr.sipyleussubsp Sipyleusvar. rosulanset 2.67
mg/mL pourT.sipyleussubsp Sipyleus

De méme, dans une étude faite sur les huiles ésdentdeT. spathulifoliusSokmen et
al. (2004)ont trouvé une I&de I'ordre de 0.243 mg/mL.

Cette activité peut étre attribuée a la présencehgimol et carvacrol car plusieurs
auteurs l'ont confirméRuberto & Baratta, 2000Miguel etal., 2004; Bozin etal., 2006;
Aazza etal., 2011b; Shahat eal., 201)), plusieurs d’entre eux ont trouvé une différenaesd
I'efficacité entre ces deux mono-terpénes phénekgduberto & Baratta, 200pMasteli et
al., 2009 alors que d’autres noézza etal., 20110).

A travers I'étude conduite pdrsai etal. (2011) I'huile essentielle dd. vulgarisa
démontré une bonne efficacité pdéger le radicale DPPH en enregistrant uneo Ie
0.10pg/mL, ils ajoutent que les composés majoesaite cette huile essentielle étaieni-le
cymene et le thymol, ce qui a généré cette actantéoxydante car une proportion élevée en
thymol et carvacrol fait preuve d’'une bonne atéiantioxydante.

En étudiant I'activité antioxydante de quelqugséess a la famille d€urcuma Angel
etal., (2012)ont enregistré un bon effet antioxydant tell qu€d de Curcuma broga été de
I'ordre de 0.0063 mg/mL et 0.0070 mg/mL p&urcuma malabaricaet 0.0079 mg/mL pour

Curcuma rakthakantace qui est nettement meilleur que les résultatsmbtians notre cas.

Priya etal. (2012) dans leur étude sur 'huile essentielleGlegcuma longaont obtenu
une 1Go de 3.227mg/mL

L’activité antioxydante des huiles essentielles iié=omes du curcuma, fraiche et séché,
par le piégeage des radicaux libres a été mise vadence en2012 par Gounder &
Lingamally ce qui a montré une éfficacité mais sans qussie comparable a celle du BHA
ou le Trolox. Les & enregistrées dans cette étude sont de 4.5, ei@dBhuiles essentielles

respectivement pour les rhizomes fraiches et séchée

Ces auteurs ont attribué cette efficacité des rhéoséchés au taux élevé en turmérone
aromatique (en enregistrant un taux de 30.3 e@28c3pectivement pour les rhizomes séchés
et fraiche).
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[11.5.2. Piégeage du radical ABTS

SelonRe etal., (1999) la méthode de piégeage du radical ABTS est ucellexte
méthode pour determiner I'activité antioxydante mpome large diversité de substances,
comme antioxydants donneurs d’hydrogene ou piégdarsadicaux en phase agueuse et
d’antioxydant briseur de chaines ou bien commeeniéde radicaux pyroxylé.

Les valeurs des D.O enregistré au cours de I'exariation ont permis de calculer les
pourcentages d’inhibition du radical ABTS. Ces pemtages augmentent de facon
proportionnelle en fonction des concentrationstdetes essentielles. Ces résultats ont permis
de tracer les différentes courbes dédare 15

A travers cette figur@ous remarquons que les huiles essentielles d’Ajoetalu thym
ont exercé une forte activité inhibitrice du radid8TS en atteignant les 90% avec une dose
inférieure & 0.01mg/mL. Par contre celle du Curcuragpas exercé une si efficace inhibition
sur le radicale ABTS. Ce qui signifie que cetteniime n’agit pas comme un bon donneur

d’hydrogéene comparée a celle d’Ajowan et du thym.

Les valeurs des Kg des différentes huiles essentielles nous donnemtidee sur leurs
efficacités car ’'Ajowan a donné unestZie I'ordre de 0.0013 mg/mL suivi par celle du thym
avec 0.0017 mg/mL et en dernier lieu celle du con@avec 0.2187mg/mL.

Donc le pouvoir antioxydant des huiles essentiedffdsnmoides verticillatade Thymus
ciliatus et deCurcuma longgpar le test ABTS confirme l'efficacité antioxydariesté par le
DPPH.

Dans la littérature peu d’article ont testé I'effité des huiles essentielles de ces plantes
par le test ABTS.

A part I'huile essentielle d€urcuma longa l'efficacité antioxydante des autres huiles
essentielles est nettement meilleure que cellegetré parAmarti etal., (2011)en étudiant
I'nuile essentielle d€hymus zygidu Maroc avec 0.07597 mg/mL.

Comparés aux resultats présentés paret al., (2010)sur Salvia chionanthglamiaceae)
l'activité antioxydante des huile essentielles, gdasntes étudiées au cours de notre

expérimentation, a démontré une efficacité nettérsgpérieure.
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Figure 15 : Pourcentages d’inhibition du radical libre ABT&n fonction des différentes
concentrations des huiles essentiellednanoides verticillata(m), Thymus

ciliatus ssp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longd ).
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Nos résultats ont donné une efficacité antioxydéwaluée par la méthode ABTS
nettement meilleurs a ceux enregistré paikchiche etal. (2013) en étudiant les huiles
essentiellesd’Artemisia campestris(ICsp =1.013 mg/mL) etJuniperus phoenicalCso
=2.020mg/mL) par contrézturk (2012)en étudiant les huiles essentielles S&tureja
thymbraa enregistré une activité antioxydante sensiblersiemtaire a nos huiles essentielles

avec une Ig de 0.0093 mg/mL.

Undeger eal. (2009)et Damasceno «il. (2011)ont attribué I'efficacité antioxydante des
huiles essentielles étudiées par le test d'/ABT8ua tontenance en composeés a structure
phénoligue (thymol et carvacrol).

En le testant par ABTS, I'huile essentielle Beymus capitataiche en carvacrol étudié
par EI Abed et al. (2014) ont enregistré une excellente efficacité par rappa BHT (en
enregistrant des Kgrespectif de 0.46@g/mL, 3.204ug/mL).

D’aprés d’autres travaux, le thymol est considagme le composé antioxydant le
plus efficace de tous les mono et sesquiterpéhesnsour eal., 2009; Viuda-Martos etl.,
2017). Méme comparé au carvacrol le thymol possedeiligE antioxydante la plus élevée
(Viuda-Martos estl., 2010.

En étudiant I'activité inhibitrice du radical ABT@&r les huiles essentielles @arcuma
longa (fraiches et séché&ounder & Lingamallu (2012)nt remarqué que le séchage améliore
l'activité des huiles essentielles des rhizome<decuma longaen accroissant la teneur de
I'ar-turmérone en enregistrant dessd@e 3.3 et 1.9mg/mL respectivement pour les huiles

essentielles des rhizomes fraiches et séchées.

D’un autre cotépPriya etal. (2012)a enregistré une ¥gde 1.541mg/mL en étudiant
I'huile essentielle des feuilles @urcuma longaEn comparant nos résultats avec ces chiffres
on déduit que I'huile essentielle des rhizomesphss efficace que celle des feuilles de la

méme plante.
111.5.3. Capacité antioxydante totale

La méthode de réduction du phosphomolybdéne atiés®e pour rechercher la capacité

antioxydante totale des différentes huiles esdéadie

Pour tester cette capacité antioxydante totale, ggmame de concentrations a été

préparée pour chaque huile essentielle. Les valdess D.O obtenues montrent une

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentilBisymus ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem8 5

augmentation proportionnelle du cette capacitéoamtiante en fonction des concentrations
des huiles essentielles. Ces résultats ont permisrater des courbes ayant des allures
linéaires.

Le premier constat tiré de fagure 16 est que I'huile essentielle deurcuma longa
possede le pouvoir réducteur le plus élevé compartx des huiles essentiellesldeiliatus

ssp.eu-ciliatuset d’A. verticillata

Dans ce test, on a pas enregistré de corrélatien s tests de DPPH, TBARS et du
pouvoir réducteur car ce test donne des résultatpletement différentes que celles déja
citées et ce constat a été aussi remarquégyaprakasha et. (2002) par contrésounder &
Lingamallu (2012)ont que la logique de classement des huiles esfiestientre les huiles

testés existe entre cette méthode et les autres.

De nombreuses études ont montré que les activisgimues des huiles essentielles des
plantes aromatiques sont liées a leur compositlimique et notamment aux composés
majoritaires. Cependant, des composés minoritaieesent interagir directement, ou d’'une
facon synergique ou antagoniste, pour créer un ngeéladoté d’activité biologique
Benabdelakader (2012)

En prenant en considération la composition chimides trois huiles essentielles on peut
déduire que les composés majoritaires Clercuma longaa savoir le Turméron et le
Turmérone aromatique possedent une faculté rédaatti phosphomolybdéne supérieure que

celle du cuminol, thymol et carvacrol.

L’étude réalisée paijayaprakasha etl. (2002)a démontré une efficacité réductrice de
I'huile essentielle de&Curcuma longaet de la fraction 1l vis-a-vis du phosphomolybdén
Cette efficacité peut étre due a la compositigorieicipalement aux composés majoritaires de
'huile essentielle et de la fraction Ill car cesteurs ont enregistré une richesse de ces

echantillons en turmérone, turmérone aromatiqualuesdu Curlone.

Dans leur étudeizounder & Lingamallu (2012pnt constaté que I'huile essentielle des
rhizomes deCurcuma longaséchées a exerceé un effet réducteur sur le phosgilodene par

rapport a celui des rhizomes fraiche qu’ils atteibuaussi a la teneur en ar-turmérone.
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Figure 16 : Absorbances indiquant la capacité antioxydantdeaa fonction des différentes
concentrations des huiles essentiellednanoides verticillata(m), Thymus

ciliatus ssp.eu-ciliatus(m) et deCurcuma longg ).
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En étudiant l'effet réducteur des extraits de quetgplantes médicinales a savoir de
Solenostemma oleifoliuf@ull. & Bruce., Echium pycnanthun®omel,Juniperus oxycedrus
subsp. oxycedruset Prasium majus L Chaouche (2014a constaté une efficacité de ces
extraits selon le classement par ordre décroissamant : Ecorces de racines deoxycedrus
> Aiguilles deJ. oxycedrus P. majus> Feuilles deS. oleifolium> Fleurs deS. oleifolium>
Racines cE. pycnanthunm> Baies de). oxycedrusEn outre, il s’est avéré que les extraits les

plus actifs sont les plus riches en composés plutres.
[11.5.4. Pouvoir réducteur du fer

Pour tester le pouvoir réducteur, une gamme deecarations a été préparée pour
chaque huile essentielle en plus de I'acide asgoebiLes valeurs des D.O obtenues montrent
une augmentation proportionnelle du pouvoir réducen fonction des concentrations des
huiles essentielles. Ces résultats ont permisagertides courbes ayant des allures linéaires.

L’huile essentielle dA. vertcillata possede aussi un pouvoir réducteur plus élevé que
celui de I'huile essentielle dE. ciliatus ssp.eu-ciliatuset en dernier lieu celle deurcuma
longa De tels résultats ont été attendus, puisquedleanisme impliqué dans la réaction est
basé sur le transfert d’électrons, comme ceux didgtas de piégeage des radicaux ABTS et
DPPH car une corrélation positive existe entre desx méthodes et le test du pouvoir
réducteur a été constaté famtes eal. (2009)

La figure 17 montre que le pouvoir réducteur dépend de la cdretgon de I'huile
essentielle dans I'échantillon, ce constat a ét@atessi par plusieurs autres auteussr{tes et
al., 2009; Aazza etal., 20110).

La capacité réductrice d'un compose peut servemuenmdicatrice pour son activité
antioxydante uh, 1999.

Ishtiaque etal. (2013) ont obtenu un important pouvoir réducteur d’ajowagme
comparable a celui du BHA sur toute la gamme deceamations, ce qui confirme les

résultats obtenu dans notre étude.

Jamali etal. (2012)ont enregistré un faible pouvoir réducteur deilthessentielle dé&.
ciliatus qui s’est traduit par une tgde I'ordre de 184.05ug/mL comparé au BHT qui &iév
un efficacité avec une fgde 7.09ug/mL.
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Figure 17 : Pouvoir réducteur en fonction des différentes cotreions des huiles
essentielles &mmoides verticillatgm), Thymus ciliatusssp. eu-ciliatus (m),

Curcuma longd ) et de l'acide ascorbique: §.
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Dans leurs étud@riya etal. (2012)et Gounder & Lingamallu (20129nt obtenus de
faibles pouvoir réducteur par leurs études@Gurcuma longaLe méme constat a été fait par
Mau etal. (2003)qui ont aussi enregistré un faible pouvoir réductte I'huile essentielle et
des différentes fractions deurcuma zedoari@e qui est en concordance avec celle de I'huile

essentielle d€urcuma longa

Les résultats obtenus p&ingh etal. (2007) montrent que les huiles essentielles
d’Ajowan et de curcuma ont exercé un pouvoir réguictnodéré en enregistrant des taux

respectivement de 65.2% et 67.4% avec un volunieiges essentielles de 25pL.

A travers I'étude réalisée pamnzza efal. (2011b) ont remarqué quEhymus vulgarig
enregistré un bon pouvoir réducteur. Dans cette enétude, ils ont obtenu des résultats
confirmant I'effet du-3-Carene, le thymol et le carvacrol comme de wédscteurs du Fé
en Fé*,

Le thymol est considéré comme le composé antioxytlaplus efficace de tous les
mono et sesquiterpenésmensour eal., 2009 ; Viuda-Martos edl., 2011) Méme comparé
au carvacrol le thymol possede l'activité antioxyala plus élevééViuda-Martos etal.,
2010).

Le pouvoir réducteur de l'huile essentielle peue &@( a son habilité de donation
d’hydrogene et, généralement, associés a la présdaccomposés réducteurs dans sa
constitution §ingh etal., 2007.

[11.5.5. Pouvoir chélateur du fer

L’étude de I'activité chélatante des huiles esg#le deThymus ciliatussp eu-ciliatus

a révélé une non activité chélatante.

Bounatirou etal. (2007)ont constaté que I'huile essentielle TieymuscapitatusHoff.
et Link. n’a pas démontré une activité chélataletenéme constat a été fait paarikurkcu et
al. (2010)en étudiant les huiles essentiellesTigmus longicauli€. Presl| subspongicaulis

var.longicaulis

Viuda-Martos etal. (2009) attribuent I'absence d’activité chelatante de I@ui
essentielle d’Origan a la forte teneur en carvaaoi est incapable de former un complexe
avec le F¢'.
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L’étude réalisée pasingh etal. (2007)a concordé avec nos résultats car ces auteurs ont
obtenus de tres faibles activités chélatantes disshessentielles d’Ajowan et de Curcuma,
en plus des autres huiles essentielles, méme aviertds concentrations dépassant 25uL.

De mémeOrhan etal. (2009) ont constaté une inactivité chelatante des huiles

essentielles d€Ehymus praecogubsp. caucasicusvar. caucasicus

Mau etal. (2003)ont aussi enregistré I'absence d’activité chélatam étudiant I'huile

essentielle et les différentes fractions dérivéeSurcuma zedoaria

De son cotéMiguel (2010) affirme I'incapacité du 1,8-cinéole et le terpirgiol

comme composé mono-hydroxylé a chélater les iansue.

Par contre,Viuda-Martos etal. (2010) ont constaté un effet chélateur avec une
importante IGo de l'ordre de 17.32 mg/mL en étudiant les huileseatielles d&hymus

vulgarisd’Espagne.

En étudiant I'effet chélateur des huiles esseeetieMyrtus communisVannes eal.,
(2010) ont constaté que les fleurs ont exercé un effélatbur contrairement aux feuilles et
tiges qui n‘ont pas démontré une activité chélatafes auteurs expliquent I'efficacité des
huiles essentielles des fleurs par la présencegdiel et de méthyl-eugénol, par contre la
faible concentration de ces deux composés dange’basentielle des feuilles n’a pas permis

de chélater le fer.

Jia etal. (2010)ont constaté que les huiles essentielle3 ldanus marschallianust
Thymus proximus’ont pas exercé d’activité chélatante.

Singh etal. (2010a) ont constaté une forte activité a chélater les i@rreux ce qui ne

colle pas avec notre constat.

Ishtiaque etal. (2013)ont obtenu une faible activité chélatante quipes dépasseé les

50% méme avec une concentration de 2.5mg/mL, eliadétiu’huile essentielle d’Ajowan.
l11.5.6. Piégeage du radical hydroxyle

Par des dilutions en cascade des différentes hedssntielles a tester, une gamme de
concentrations a été réalisée. Les différentesrbbsoes enregistrés nous ont servi de base
pour calculer les pourcentages d’inhibition du catlhydroxyle qui ont permis de tracer des
courbes ayant des allures logarithmiques.(19.
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Les résultats représentés dans cette figure, noaisedune claire idée sur l'efficacité
inhibitrice du radical hydroxyle par I'huile essigfie de Thymus ciliatussp.eu-ciliatusen
enregistrant une Kg de l'ordre de 0.00221mg/mL, suivi par cellAdimoides verticillata
avec une Ig de I'ordre de 0.0355mg/mL et en dernier lieuedkCurcuma longaavec une
ICs0 de 0.222mg/mL.

bY

L’habilité des huiles essentielles a réduire I'Osemble étre directement liée a la
prévention de la propagation du proces de peroiyaates lipides et semble étre un bon
piégeur des especes d’oxygene actif, ce qui coadé@tluire le taux de réactions d’oxydations
(Sahreen e&dl., 2010Q.

Senthilkumar & Venkatesalu (201®nt obtenu un bon effet inhibiteur du radical
hydroxyl en utilisant I'huile essentielle deeronia limoniaqui s’est traduit par une igde
25.05 pg/mL méme comparée a celle l'acide ascoebdgunme standards qui a enregistré une
ICs0 de 28.65 pg/mL.

Les huiles essentielles de caespititiusde différentes stations qui ont fait I'objet
d’étude deDandlen etal. (2010)leur ont permis d’obtenir une efficacité inférieua celle
enregistré pouf. ciliatus ssp.eu-ciliatusutilisé dans notre étude car ils ont obtenus Ges |
comprises entre 0.417 mg/mL, 0.508 mg/mL. Les ca@panajoritaires des espéces de thym
étudiées dans cette étude étaient Borneol, campkerpineol, 1,8-cineole, camphene,

pinene ang-cymene avec différentes concentrations.

La présence de composés phénoliques comme thymotaetacrol n’est pas
déterminante pour piéger le radical hydroxyle, cé gjgnifie que leurs présence comme
comme composés majoritaire n’est pas synonymeickeité inhibitrice. Par contre la celle
de borneol, camphoe-terpineol, 1,8-cineole, camphemepinene ep-cymene peut conduire
a une forte comme elle peut conduire a une faitlizigé et ca dépend de I'espéce et du lieu
de collecte de la plant®éndlen etl., 2010.

Par contreSingh etal. (2010b)ont enregistré des g élevé de l'ordre de 126.15 et
109.75pug/mL respectivement pour les huiles esdlstieles jeunes et mature feuilles

d’Artemisia scoparidraduisant ainsi leurs faibles activité a piegeHes.
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Figure 18 : Pourcentages de piégeage du radical hydroxyle eotibm des différentes
concentrations des huiles essentielleananoides verticillata(m), Thymus

ciliatus ssp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longg ).

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentilBisymus ciliatusAmmoides verticillat@t Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganem9 3

De méme le constat fait pamhirugnanasampandan at. (2012) sur l'efficacité de
I'huile essentielle ddoddalia asiatica(L.) riche enp-phellandrene a révélé une inefficacité
vis-a-vis du radical OHe en enregistrant uneol@e 281.30pg/mL comparé a celle du BHT

avec une Ig de 30.14pg/mL.
[11.5.7. Substances Réactives a I’Acide Thiobarbittique (TBARS)

Par des dilutions en cascade des différentes hedssntielles a tester, une gamme de
concentrations a été réalisée. Les résultats remiéEs dans lagure 19 montrent que les
pourcentages d’inhibition de I'oxydation des ligdeéu jaune d’ceuf, sont proportionnels aux
concentrations des huiles essentielles. Ces résolta permis de tracer des courbes ayant des

allures logarithmiques.

Les résultats montrent une faible variabilité eregistrant des valeurs d'$¢de I'ordre
de 0.02794 mg/mL pouk. verticillata, de 0.0469mg/mL pouC. longaet de 0.1096 mg/mL
pour T. ciliatus Le plus remarquable est que I'huile essentigl@lus active est celle A
verticillata en enregistrant I'l€; la plus faible et en atteignant le pourcentagehikiition le

plus élevé comparé aux deux autres huiles esdeatiel

Le pourcentage d’inhibition de la substance réactdv I'acide Thio-barbiturique
augmente avec I'augmentation de la concentratisrhddes essentielles des plantes étudiées

Il faut signaler que l'alcool cumine composés ppat de I'huile essentielle &.
verticillata et le carvacrol d€l. ciliatus ssp.eu-ciliatus ont été considéré respectivement
comme des antioxydants faibles et modérésipasedre & Waterhouse (2000) et Lealet
(2005.

La bonne activité observée pour I'huile essentidila. verticillata, dont domine le
cuminol, peut également étre attribué au pourcentdgvé de thymol (11%). Ce terpene
phénoligue a été considéré meilleur antioxydant goe isomere, carvacrol, dans la
prévention de la peroxydation des lipid&sufishlieva etal., 1999 ; Oztirk, 2012 ; Ramos et
al., 201). En plus le cuminol et le thymol peuvent agirmBumaniére synergique ceuvrant
pour une meilleure activité de I'huile essentiefl\. verticillata comparé au carvacrol,

composé majoritaire de I'huile essentielleTdeiliatus
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Figure 19 : Pourcentages d’inhibition de la substance réactiVacide Thio-barbiturique en
fonction des différentes concentrations des hudssentielles &mmoides

verticillata (m), Thymus ciliatussp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longg ).
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Dans une étude réalisée andlen etl., (2010) I'activité antioxydante évaluée par la
méthode TBARS a également montré une trés bonrecit@mntioxydante tell que. zygis
subspsylvestris, avec Gy = 0.066 a 0.087 mg/mL, ces résultats montrent lquéle
essentielle d&@hymus ciliatusspeu-ciliatuspossede une activité antioxydante sensiblement

moins efficace.

Dans une étude réalisée panzzit etal. (2006) Thymus munbyanua prouvé son
efficacité par rapport aux autres huiles essessielles plantes médicinales étudiées

(Origanum glandulosum, O. floribundum, T. palles¢c@nswumidicugt T. guyoni).

Dans une autre étudelazzit etal. (2009) ont enregistré une activité antioxydante
sensiblement supérieure a la nétre en étudiamiuigss essentielles de algeriensigde Chréa
a 800m d’altitude en enregistrant uned€0.1067 mg/mL, par contre la méme especd de
algeriensisde Chréa mais récolté a une altitude de 1500 st s5wélé non active. Dans la
méme étude les huiles essentielle§ dpallescensrécolté de plusieurs régions d’Algérie, ont

démontré des efficacités antioxydantes moins inapbes comparéesla ciliatus

L’étude deViuda —Martos etl. (2010) Thymus vulgarisa démontré une forte activité
antioxydante testé par la méthode de TBARS avedCxale 0.090 mg/mL.

De leurs cétésBounatirou etal. (2007) ont aussi enregistré une bonne efficacité
antioxydante des huiles essentiellesTdeapitalusen floraison et en poste floraison avec des
ICs0 inférieurs a 0.1 mg/mL par contre le stade végéianne une efficacité moindre avec

des IGo supérieures a 0.25 mg/mL.

Selon l'étude réalisée pakazza etal., (20110 I'huile essentielle deT. vulgaris a
montré une meilleure activité inhibitrice de la geydation des lipides car plus que 80%

d’activité a été observé avec 0.8mg/mL d’huilewetcaune 1Go de I'ordre de 0.116 mg/mL.

La bonne activité dd. vulgaris peut étre attribuée a la présence du carvacrtgd et

thymol, connu pour leurs activités antioxydafitelberto & Baratta, 2000

LorsqueAazza efal. (2011h ont testé 'activité antioxydante des composépritaires
des huiles essentielles par la méthode de TBARBom@e activité des deux composés a été

confirmée.

Ruberto & Baratta (2000eporte que ces composeés phénoliques sont meiliams la

prévention de la formation des hydro-péroxydier@®eduit fini de la premiére étape du
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proces de dégradation de la matrice lipidique) tpieprévention de la formation du
malonaldéhyde (un des produits fini de la peroxydasecondaire des lipides), dont la

quantification indique I'extension de la dégradatites lipides.
[11.5.8. Liposomes

Bangham eal. (1965)sont les premieres personnes a avoir volontairefabniqué des
liposomes. Les liposomes sont des structures fernséestituées d’'une ou de plusieurs
bicouches lipidiques concentrigues organisées atdux compartiments aqueuka(irin et
al., 2009. Leur taille varie de 20 nanometres a plusieuizaides de micrometres. Celles-ci
emprisonnent un compartiment agueux et lorsque piletines sont insérées dans leur
matrice, on parle alors de protéoliposomésgfud, 2002 ; Mourtas edl., 201). Les
liposomes sont obtenus a partir d'une grande ¢adétlipides amphiphiles, dont les plus
couramment utilisés sont des phospholipides. lmsstimes sont de plus en plus développés
dans la recherche pharmaceutique comme vecteursggdeaments (Amphotéricine B). Les
liposomes peuvent retenir plusieurs types de coégpagsils soient hydrosolubles ou
liposolubles. L’encapsulation permet la protectides substances contenues dans les
liposomes vis-a-vis d'une dégradation enzymatiqua bien d'une élimination.
L’encapsulation permet aussi de limiter I'actioxitpe des substances vis-a-vis du patient
(Ruby etal. 1995; Li et al. 2005; Takahashi eal., 2009; Mourtas etl., 201)).

Les radicaux libres sont capables d’attaquer ledeacgras insaturés des systemes
membranaires provoquant la peroxydation des lipidés$ne surproduction des
Malondialdéhyde, comme produit secondaire de laxyelation des lipides, surviens aprés
une hausse des radicaux libres. L’effet inhibigeit’huile essentielle sur la peroxydation des
lipides dans le test de liposome est généralemstiné& apres une incubation de ces
liposomes avec le complexe ascorbate/Fe3+ et dprétermination de la quantité de
TBARS accumulé apres un intervalle de temps d’'uawedr Du etal., 2012 ;Serbetci efal.,
2012. Dans cette étude, la production de radicause ldrété remplacée par une cuisson a
100°C pendant une durée bien déterminée. Dans aratitions, les huiles essentielles ont
présenté la capacité d’inhiber la formation de maldéhydes.

Malgré que le principe de ce test est le méme,ralpasubstrat lipidique impliqué
(jaune d’'ceuf et liposome), que celui du TBARS niesscourbes de lagure 20 démontre
une efficacité moindre que celle du test précédant’est traduite par des dE€sensiblement
élevées (0.2987mg/mL, 0.53 mg/mL et 0.456mg/mL eeS8pement pourd. vertcillata T.
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ciliatus ssp.eu-ciliatuset C. longg. En plus une différence d’efficacité entre leBédentes
huiles essentielles testées €arlongan’a pas été si efficace ce qui n’était pas ledzass le
test précédant.

Dans son étude sur des extrait et huiles essestigd plantes médicinalBsikchiche et
al. (2013)ont obtenu un effet satisfaisant en étudiant léhassentielle déuniperus phoenica
avec une IC50 de 0.080mg/mL ce taux a été sensdnierdlevé que celui du BHT
(0.002mg/mL) par contre l'effet Artemisia campestrica été modéré en enregistrant une
IC50 de I'ordre de 0.91mg/mL.

Aazza etal., (20110 affirment que le thymol et le carvacrol sont $igativement

meilleurs pour prévenir 'oxydation des lipides.

A 5mg/mL, les extrait des fruits et fleursHypericum lydiumBoiss ont exercé une
activité inhibitrice de la peroxydation des lipossnen enregistrant des taux respectifs de
86.40 % et 88.86 ¥%Serbetci etl., 2019. De méme, plusieurs auteurs ont enregistré des ta
similaires en étudiant les extraits de différerdspeces dypericum(Conforti etal., 2002;

Zou etal., 2004; Silva etal., 2005; Kizil etal., 2008.
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Figure 20 : Pourcentages de préservation des liposomes enidondes différentes
concentrations des huiles essentielles (en AAnuthoides verticillata(m),

(en B) deThymus ciliatussp.eu-ciliatus(m) etCurcuma longd ).
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[11.5.9. Piégeage du radical peroxyde d’hydrogene

L’humain est exposé indirectement au peroxyde dbgéne (HO2) par son
environnement aux environ de 0.28 mg/Kg/jour. Ce@penetrent au corps humain soit par
respiration ou par contact de la peau et des yéie( etal., 2013. Comme il peut étre
naturellement produit dans l'organisme comme prodii métabolisme d’oxygéne. Ce
composé est généré en conditions physiologiquedegsaperoxysomes et par une variété
d’enzymes incluent glucose oxydase, acide D-anyélase et par la dismutation du radicale
superoxyddgGulcin, 2013. Presque tous les organismes vivants possedemndgmes, qui
décomposent de faibles concentrations gDHen eau et oxygenelalliwell et al. (2000 ont
signalé qu’un niveau inférieur a 20-50ug/cellulel#D. semble avoir une cytotoxicité limitée
sur plusieurs types de cellules. Ceci est due #e fgue ce composé soit rapidement
décomposé en oxygene et en eau, ce qui peut pedduiadical hydroxyle (OBlet a son tour
peut initier la peroxydation des lipides et endomgera’ADN cellulaire, pour cette raison

gu'’in vivoil doit étre rapidement éliminé par les enzymemme les catalases, peroxydases
(Alam etal., 2013.

L'H 20, est considéré donc comme un fort agent oxydanpl&s, il y a une croissante
evidence que 'O, soit directement ou indirectement par le biaissde produit réduit
(OH", agit comme molécule messagere dans la synthedactvation de médiateurs
inflammatoires. Il peut traverser facilement lesnmbeanes cellulaires mais il inoffensif a
faibles concentrations et réagit tous doucement dae plupart des composés (a part
'oxygéne, oxyde nitrique et quelques protéinesstdfures). Autrement vu, la génération
d’'H20. par les phagocytes est connue pour son impordéatdans I'élimination de souches
bactériennes et fongiqueSificin, 2012 ; Alam eal., 2013 ; MacDonald-Wicks ei., 2008.

Chai etal. (2003 signalent I'importance de I'élimination de BB, en plus de I'anion

superoxide, pour la protection des produits alimiees et pharmaceutiques.

Les pourcentages d’inhibition du peroxyde d’hydrog&alculés a partir des valeurs de
D.O enregistré au cours de I'expérimentation augemnde facon proportionnelle en
fonction des concentrations des huiles essentielles résultats ont permis de tracer les
courbes de lagure 21
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition du peroxyde d’hydrogenefanction des différentes
concentrations des huiles essentiellednanoides verticillata(m), Thymus

ciliatus ssp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longg ).

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentidBisymus ciliatusAmmoides verticillataet Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostagane:rhO]_

Il apparait clairement que les deux huiles essiegideThymus ciliatussp.eu-ciliatus
et dAmmoides verticillabnt exercé une activité inhibitrice similaire maigec une légere
avance de la premiere huile essentielles pour sitreigdes |G respectifs de I'ordre de
0.522mg/mL et de 0.789mg/mL. Par contre Cucumadamngevélé une activité moins bonne

que les deux autres en enregistrant urged€l'ordre de 1.699mg/mL.

Dans leurs étudélazumder etal. (2014) ont constaté que l'ajowan a excercé une
inhibition modéré en enregistrant un taux de piggedHO, de I'ordre de 62.77% a une
concentration de 200ug/mL alors que 100ug/mL n'a q&#fi pour exercer une inhibition
remarquable (34.25%) comparé a I'acide ascorbigue g@nregistré une importante inhibition
(60.34% et 90.90% respectivement pour les condeisa de 100ug/mL et 200pug/mL). Par
contre une association entre I'huile essentielldjavan et de caraway (a raison de
100uL/mL pour chaque) a donné une efficacité qdépassé celle enregistré pour chaque
huile essentielle testé a part (74.42%, 72.27%2et %6 respectivement pour 200pug/mL de
mélange ajowan + caraway, 200pug/mL caraway et 200ug’ajowan), ce qui signifie qu’il
y a eu un effet synergitigue entre deux composéssgutrouvent dans les deux huiles
essentielles.

Le travail conduit patChandran eal. (2012)a révelé que I'extrait d'acétate éthyle de
Monochoria vaginalis(Burm. F.) C. Presl. est considéré comme un exteféegeur du
perxyde d’hydrogéne, d’'inhibition avec 76.2% et388.respectivement pour les extraits des

feuilles et des racines, comparé aux autres extrait

Sahoo etl. (2014)a trouvé que I'huile essentielle #aempferia galanga démontré
une forte activité de piégeage de B} en enregistrant une 4¢£de 29ug/mL ce qui est

excellent comparé a l'acide ascorbique

L’huile essentielle deZataria multiflora a exercé une forte activité inhibitrice du
peroxyde d’hydrogéne qui s’est traduite par ung e 3.84pg/mL en plus d'une efficacité
qui a frolé les 100% a la concentration de 18ug/pdr, contre I'huile essentielle dieerula

assafoetidan’a pas donné un bon effet aux mémes concentsafiGvoosi etal., 2012.

A travers I'étude mené paenthilkumar & Venkatesalu (203 3)huile essentielle de
Feronia limonia (L.) a démontré une efficacité a piéger AB4 (avec une Ig de
45.49ug/mL) comparable a celle de l'acide ascosvidgavec 60.21pug/mL) a la méme

concentration.
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Par contre l'huile essentielle Aftemisia scoparian’a pas enregistré une bonne
efficacité en enregistrant des stCde l'ordre de 170.11 pg/mL et de 153.95 pg/mL
respectivement pour les jeunes feuilles et feurl@sure §ingh etal., 2010).

Dans I'étude conduit paingh etal. (2012) I'huile essentielle ducalyptus citriodora
a exercé une faible efficacité vis-a-vis du peraxghydrogene et qui n'a pas dépassé celle

de la citronéllale (composé majoritaire de cettiéehessentielle).
[11.5.10. Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC)

Le protocole de 'ORAC @xygen Radical Antioxidant Capacitya largement été utilisé
pour tester les activités antioxydantes des phématigrels et des échantillons alimentaires,
incluant le thé, les fruits, les légumésup etal., 1997; Caldwell, 2001; Henning a&it, 2003
et les différents extraits des végétauxag etal., 1999.

Un des avantages majeurs d'utilisation de cettéhoa@ pour évaluer la capacité
antioxydante des substances alimentaires est $& i charge de I'ensemble des actions
antioxydantes avec ou sans retard. Ceci veut dieesctest bénéfique en mesurant l'activité
antioxydante d’'un aliment qui peut contenir degéadgents qui ont des activités qui peuvent
étre lente ou rapides dans la méme matrice et@penvent pas étre calculé au méme temps
(Caldwell, 2000 ; Kohri eal. 2009.

Les huiles essentielles de ciliatuset A. vertcillataont permis de préserver I'oxydation
testé par la méthode ORAC qui s’est traduite parvddeurs de 1.19+0.04 et 3.00+0.13mM
Trolox/g.

L’étude réalisée paBakchiche etal. (2013)sur les différentes activités des extraits et
des huiles essentielles de différentes plantesaimédies leurs a conduit a déduire que dans ce

test les huiles essentielles sont plus efficacedepiextraits.

Dans une autre étude, I'huile essentiell&rtBmisia annual a exercé une faible
activité comparée a nos résultats en enregistr@dtiM TE/g Cavar efal. 2019, ce résultat
a été aussi constaté parteau eal. (2002 et Lopes-Lutz etl. (2008, cette faible activité est

due a la faible présence en composés phénoliques$-Lutz etl., 2009.

Le thymol a prouvé son efficacité pour faire facéoaydation de la baie de méme

'eugénol et le menthol ont aussi exercé un boateffais pas au point de celui du thymol
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(Wang etal. 20079. Yanishlieva etal. (1999)a aussi évalué l'efficacité du thymol a éviter

I'oxydation des triacylglycérols de I'huile de ta@sol au cours du protocole d’'ORAC.
[11.6. Pouvoir anti-inflammatoire des huiles essentlles extraites

[11.6.1. Pouvoir d’inhibition de la lipoxygénase

Initialement, I'inflammation est une réponse norenal une infection ou traumatisme
tissulaire, mais sans un traitement adéquat, cagregendrer le développement de maladies
chroniques au corps humain. Plusieurs enzymes, eolaripoxygénase ou I'hyaluronidase,
sont impliquées dans le développement de linflatom (Verz & Steinhilber, 2006 ;
Gautam & Jachak, 20)9La lipoxygénase peut étre rencontré dans ldsleslet les organes.
Le métabolise des acides gras polyinsaturés (A@#&H} le corps humain par la lipoxygénase
cause la formation de leucotrien&&(e & Botting, 198Y. Ces enzymes sont aussi impliqué
dans la biosynthese de médiateurs de lipides imflaimires, comme les prostaglandines, et
leurs inhibitions est considérer comme un des tif§ede la prévention de maladies dont
leurs développements sont liés au stress oxyda@ue inflammationdDzoyem & Eloff,
2019. Dans une étude cliniquélenderson (1994élucide le role des leucotrienes dans les
maladies inflammatoires comme l'asthme, I'arthritamatoide et les maladies inflammatoire
des intestins. Suivant le college américain de dtoigie, les médicaments anti-
inflammatoires non-stéroidiens sont tres efficgoegr soulager la souffrance et réduire les
signes de linflammation. Toutefois, leurs effetsdésirables comme les saignements
stomacales, réactions allergiques, problémes reéretldes problemes cardiaques peuvent
causer de sérieux problémes pour la santé deuélissteurs {ahaya egl., 2019.

Heureusement, plusieurs produits naturels onpfaiive d’activités antiinflammatoires,
comme l'aspirine et les médicaments a base d'aspiike incluant les médicaments
antiinflammatoires non-stéroidiens, et ont étédargnt utilisés pour alléger le probléme des
inflammations comme les fievres, les douleurs, negraines et les arthrited.i( & Lin,
2017). Plusieurs autres produits naturels d'origine étélps utilisés comme remede
antiinflammatoire ont prouvé leurs efficacité poéprimer la formation des leucotrienes, dont
la plupart agissent sur I'activité des lipoxygersasd/Nerz, 2007 ; Napagoda &k, 2019.

Les inhibiteurs directes de la lipoxygenase (quelgoit naturels ou synthétiques) sont
essentiellement classé comme :

1) de type redox car ils interférent avec le sitéfale la lipoxygénase par le cycle

redox ;
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2) par la chelation du liguant de fer

3) et par rivalisassions des substrats acidesayrdsen par du complexe acide gras —
hydroperoxide\(Verz & Steinhilber, 2005 ; Pergola & Werz, 2010

A travaers ldigure 22il apparait clairement que I'huile essentielleGle&rcuma longaa
exercé une forte activité inhibitrice de la lipo¥ygise comparée aux deux autres huiles
essentielles, cette activité s’est traduite parfaibles 1Go de I'ordre de 0.01344mg/mL,
0.132mg/mL et 0.17525mg/mL respectivement pourcuma longaThymus ciliatussp.eu-
ciliatus et Ammoides verticillataCe qu'il faut tirer aussi est que cette activé& dose
dépendante.

Plusieurs huiles essentielles et leurs composémontré une efficacité inhibitrice de la
lipoxygénaseBaylac & Racine, 2003 Choi & Hwang, 2004 Viljoen etal., 2006b; Miguel
etal., 2010; Albano etal., 20129 dont parmi, les huiles essentiellesudémisia campestrik.
et de Juniperus phoeniced. collecté de la région de djebel Amour situé sldm zone
steppique d’Algérie ont exercé une bonne activit&iaflammatoire, Bakchiche eal., (2013
ont attribué cette activité a la présence-pinene et du limonene dans ces huiles essentielles

En plus, les huiles essentielledlidgium verum Hook f.,, Citrus aurantiumsubsp.
bergamia (Risso) Wight & Arn, Cinnamomum zeylanicuBlume., Eucalyptus globulus
Labill., Juniperus communig., Lavandula officinalisChaix & Kitt, Thymus vulgarid..,
Cananga odorata (Lam.) Hook. F et Thomsarhes en limonene, linalyl acetafetrans
caryophyllene, 1,8-cineolg@-cymene, thymol et eugenol ont montré aussi une factivité
inhibitrice de la lipoxygénas&\(ei & Shibamoto, 2010

Dans une étude réalisée sur les huiles essentidleix plantes aromatiques dont parmi
T. vulgaris Tsai etal. (2011) ont obtenu une forte inhibition de la lipoxygénase
enregistrant une Kg de I'ordre de 0.005ug/mL, ils attribuent, en grpartie, cette activité
au 1,8-cineole.

D’autres exemples sur l'activité inhibitrice de lipoxygénase incluant les huiles
essentielles de plusieurs especes du genre Salveud d’Afrigues donKamatou etal.
(2009 rattribue a la présence 1,8-cineotepinene etp-caryophyllene présentes dans les
huiles essentiellesCes mémes composés présents dans les huiles elserde quelques
espéeces du genkelichrysumdu sud d’Afrique ont aussi prouvé leurs efficackésa-vis de

la lipoxygenasel(ourens egl., 2009.
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Figure 22 : Pouvoir inhibiteur de la lipoxygénase par les tuitssentielles Ammoides

verticillata (m), Thymus ciliatussp.eu-ciliatus(m) et Curcuma longg ).
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Les huiles essentielles des feuilles et des rhizod¥pinia murdochiiRidl., Alpinia
scabra(Blume) Naves et les feuillesAlpinia pahangensifidl. ont aussi montré une bonne
inhibition de la lipoxygénase. De méme q@ieRinene,a-pinene et sabinene qui sont des
composes majoritaires des huiles essentiellesedales en plus de quelques sesquiterpenes
dont I'y-selinene, a-selinene eta-panasinsen dominant dans les huiles essentiekss d
rhizomes Eyamsir, 2001

Dans une autre étude, un effet anti-inflammatourdhymol a été reporté p&raga et
al. (2009 en mettant en évidence 10 a 20ug/mL de ce congpaseles cellules neutrophiles
humaines.

De leurs cbtéssosa etl. (2005)ont remarqué qu’une application topique de caolacr
a raison de 10@g/cn? réduit 'cedéme chez les souris.

Le constat porté paroap (2009 est que le curcuma comme la capsaicine (prinafe a
de Capsicum frutescensu poivre de Cayenne) sont utilisés en applicalbmale pour leur
propriété anti-inflammatoire, car, ils provoquemidieplétion des terminaisons nerveuses de la

substance P, neurotransmetteur de la douleur.
I11.6.2. Pouvoir anti-acétylcholinestérase des higs essentielles extraites

La maladie d’Alzheimer est due a un désordre neigédérative ce qui cause de
probleme de folie chez les gens ageés. Ce désorénrogegénerative cause le
dysfonctionnement et la mort de cellules nerveussponsables du stockage et traitement
d’'informations. De ce fait, les malades, atteinds PpAlzheimer, perdent leur mémoire qui
conduit a un changement dramatique de leurs peatitisr Cette maladie est devenue un
probleme de santé qui cause une lourde charge @igue {/ladimir-Knezevic etal., 2019.

L’'acétylcholine est un neurotransmetteur relachémsdla zone synaptique. Les
pathologies physionomiques du centre du systemesaersont identifiée par des troubles au
niveau des neurotransmetteurs et l'insuffisancéostrdes fonctions de la cholinergiques
(Mukherjee egl., 2007. Dans les conditions normales, la choline estdlydée par I'action
catalytique des enzymes cholinestérases. Une ctratien élevée de cette enzyme conduis a
une diminution de la disponibilité de la cholinendda zone synaptique. Des taux élevé de
'enzyme cholinestérase ont été trouvé dans deanéiibns de cerveau de cadavres de
personnes déja atteintes par la maladie d’Alzhereequi a conduit & déduire que le déclin
de cognitif chez les patients atteint par la maadiiAlzheimer est reliée a la dégénération
progressive de la cholinergiqueaffara etal., 2008; Snyder eil., 200]). Deux enzymes de
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cholinesterase, acétylcholinestérase et butyryicestiérase, jouent une un rdle important
dans diminution du niveau de la choline dans Ips¢chaiyana & Okonogi 20)2La grande
réduction de ce neurotransmetteur dans le cortedo signifie la maladie d’Alzheimer
(Fujiwaraet al.,2010) Pour cette raison, les approches promotrices ldatraitement de la
maladie d’Alzheimer est d’élever le taux des neargmetteurs cholinergique dans le
cerveau par les inhibiteurs de I'enzyme cholinest@iGcarpini eial., 2003.

Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase ontudiésés dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer. Le seul traitement efficace contrenladie d’Alzheimer cible le systeme
cholinergique en utilisant des composés anti-clestiérase Nlarcoux & Choi, 200p La
maladie d’Alzheimer est conditionnée par le phénwende neuro-dégénérateur qui affecte les
gens agés avec comme premier symptdémes la perneédwire Cummings efal., 1996;
Perry etal., 2000. Peu de médicaments synthétiques existes suaidehi citons par exemple
tacrine et donepezil en plus des produits de basegel comme rivastigmine et galantamine
pour traiter le dysfonctionnement cognitif et lesrtps de mémoires associées a la maladie
d’Alzheimer. Ces médicaments ont prouvé leurs 8miitd’utilisation due leurs effets
indésirable comme les problemes gastro-intestinateles problemes de bio-disponibilité
(Schulz, 2003; Oh etl., 2004 ; Winblad eal., 2007 ; Wentrup edl., 2009.

Par conséquent, il y a tout de méme une granderddar@our de nouveau médicament
candidats pour traiter la maladie d’Alzheimer. Rluss plantes ont été utilisées
traditionnellement pour accroitre les fonctions ritiges et alléger les autres symptébmes
associés a la maladie d’Alzheimétcfves & Houghton, 2003 Dans la médecine chinoise,
les substances d’origine végétales obtenus a plertplantes ont été utilisées pour faire face
aux perte de fonctions cognitives avec la progoesde la maladie d’AlzheiméMantle et
al., 2000) Depuis le temps, plusieurs huiles essentiellésues monoterpénes ont été étudiés
pour leurs capacités a inhiber l'acétylcholinestérdans ce cadre, I'étude conduite [pahi
et al. (2009) a démontré pour la premiere fois que I'eugénoluesinhibiteur potentiel de
I'acétylcholinestérase.

Plusieurs témoignages ont portés sur le fait queréss oxydatif est impliqué dans les
maladies neurodégénératives liées a I'age. Paréqoest, les plantes médicinales sont
utilisées comme antioxydants pour réduire ou blodaelestruction des neurones survenue

lors de ce type de désordre physiologideeniassamy, 2006
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Dans ce contexte, I'inhibition de l'acétylcholinéstse (AChE) par les composes des
huiles essentielles extraits des plantes ont étedaent étudiéegViiyazawa etal., 1997;
Aazza etl. 2011b ; Sung-Woong at., 2013; da Silva egl., 2014.

Notre étude sur l'effet des huiles essentiellesmihoides verticillataThymus ciliatus
ssp.eu-ciliatuset Curcuma longasur I'acétylcholinestérase rentre dans cet oljecti

D'apres la figure 23 il apparait clairement la forte capacité d'inhibit de
I'acétylcholinestérase par I'huile essentielleTdgymus ciliatussp.eu-ciliatusqui dépassé les
90% par seulement 3mg/mL et en enregistrant use d€ I'ordre de 0.7mg/mL, suivi par
I'huile essentielle d€urcuma longaen frolant les 66% avec une concentration qui spa
les 12mg/mL et avec unedg&de 2.42mg/mL et en dernier lieu I'huile essergiellAmmoides
verticillata en enregistrant moins de 60% d’inhibition avec @@niL d’huile essentielle et
une faible 1Go de I'ordre de 8.24mg/mL.

D’autre part, dans I'étude réalisée panrzza eal. (2011b) T. vulgarisa présenté aussi
une capacité inhibitrice de l'activité AChE, cedigivité peut étre due aux thymol et carvacrol
comme composés majoritaires. Ces deux composésreoaohnu pour leurs propriétés
inhibitrice de 'AChE (Jukic etal., 2007 ; Orhan edl., 2009. Aazza efal. (2011b)ont signalé
de leurs coté que le carvacrol est plus efficace lguthymol, alors quéukic etal. (2007)
approuve cette version en soulignant I'importanedadposition du groupe hydroxyl dans la
structure de la molécule que celle de son isomérd’ishibition de I'activité inhibitrice de
'AChE.

L’huile essentielle de Cymbopogon schoenanthusiche en hydrocarbon et
sesquiterpenes oxygénés, a prouvé une inhibitmie fois plus importante que celle de la
galantamine, utilisée dans le traitement de la diald’Alzheimer et les autres détérioration
de la mémoireKhadri etal., 2008; da Silva etl., 2019.

Dans une autre étude conduite paendlen etal. (2011) ou ils ont évalué plusieurs
espéeces de thym du Portugal comme inhibiteurs petete I'AChE, ont constaté que toutes
les espéces riches en carvacrol et le borneolrésepté une forte activité inhibitrice. Donc le
borneol de I'huile essentielle de Thymus ciliatisp.seu-ciliatus a conduit & accentuer
I'efficacité de I'huile essentielle de cette dermiénais sans avoir une bonne influence pour

Ammoides verticillata
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Figure 23 : Pouvoir inhibiteur de [lacetylcholinestérase pars I&uiles essentielles
d’Ammoides verticillata(m), Thymus ciliatusssp. eu-ciliatus (m) et Curcuma

longa ().
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L’a-Pinene (monoterpene bi-cyclique) a aussi prouvé@ sdfet inhibiteur de
'acétylcholine-estéras@/liyazawa & Yamafuji, 200f mais sans inverser la situation dans le
cas dAmmoides verticillatacar les 1.9% de ce composé était insufisante dangde
essentielle d’Ammoides verticillata pour exercee tonne activite.

Plusieurs auteurs considérent le limonene (14.2%s dtauile essentielle d’Ajowan)
comme inefficace vis-a-vis l'acétylcholinestéradmlfi etal., 2009; Aazza etal., 20110
mais sans que cette inefficacité n’affecte I'effes autres constituanisazza etl., 2011¥).

A travers le travail dePerry et al. (2000), porté sur [l'effet inhibiteur de
'acétylcholinestérase par I'huile essentielle Balvia lavandulaefolia ces auteurs ont
constaté une bonne efficacité de cette huile eésflentlue a ses composés majoritaires (1,8
cinéol eta-pinene). En plus de I'activité inhibitrice de cesmposés étudiés seules, une
synergie entre di-pinéne et le caryophylene a été constaté&paelev etl. (2003) ce qui a
renforcé l'efficacité de I'huile essentielle du thyen plus de I'huile essentielle @arcuma
longa SelonOrhan efal. (2009 cette situation peut survenir pour tous les lsudssentielles
car c’est pas toujours nécessaire d’avoir un semlposé responsable de 'activité biologique,
ce qui signifie que cette activité dépend de plusiecomposés qui interagissent d’'une
manieére synergique ou comme un composeé qui réguitre composeé et ¢ca peut constituer
une explication du bon effet inhibiteur paiurcuma longa

Dans une étude réalisée parng-Woong etl. (2013) I'a-Pinéne a une concentration
de 1mg/mL a démontré l'inhibition la plus importarftle 'ordre 97.36%), suivi prpinene
(54.96%) et enfin le limonéne (51.23%).

[11.7.Pouvoir anti-diabétique des huiles essentiedls extraites

Presque 150 millions de personnes a travers le ensodt atteintes de diabete et ce
nombre pourrait doubler en 2025nouham eal., 2013.

Le diabéte est un désordre chronique du métaboliaaylucides, lipides et protéines,
caractérisé par une élévation du niveau de glsadguin quelque soit a jeun ou postprandial.
La peroxydation des membranes lipidiques des esllgleut conduire a la nécrose de la
cellule et peut étre associé a plusieurs désoaimemiques incluant une carcinogene et une
hyperglycémigBavarva & Narasimhacharya010. De son c6té, I’hyperglycémie chronique
cause des complications liee au diabéte, commemiaadies cardiaques, rétinopathie,
maladies rénales et la neuropathie, comme elleedagsnorbidités communes dans le monde

et l'incapacité parmi les fonctionnairé€hirumalai efal., 201J).
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Le diabéte est aussi associé a la génération diaswdes réactives a I'oxygene, causant
ainsi des dommages oxydatifs particulierement assu$ [lohamed etal., 1999. Des
chercheurs ont trouvé que le niveau du glucoseaibinfluencer la production de radicaux
libre, qui peuvent étre considéré comme marquearsdailules endommagées, comme les

Malonaldéhydes et les diénes conjugu&sncio etal., 1995.

L’insuline et les agents pharmacologiques actuadlgmutilisé pour le traitement du
diabéte par exemple de type 2 inclus les sulforage®, biguanides, thiazolidiedione et les
inhibiteurs de li-glyconidasesHEalamurugan & Ignacimuthu 2011 ; Melianiagt, 2017 sont
efficaces pour contréler I'hyperglycémie, mais gemres de médicaments causent aussi de
sérieux effets indésirable®f{soy-Sacan etl. 2006 ; Verma edl., 2019.

Les plantes ont toujours été utilisées comme sodeemédicaments et plusieurs
médicaments disponibles sur le marché ont été obtele plantes soit directement ou
indirectement. Suivant les recommandations du ceondtexperts sur le diabete de
l'organisation mondiale de la santé, il est nedessale rechercher des agents
hypoglycémiques d’origine végétales utilisé dansni@édecine traditionnelle A(arcon-
Aguilera etal., 1998§.

[11.7.1.Test de l'inhibition de I' @ amylase

L’inhibition de I'a amylase pates huiles essentielles des difféerentes planteséétsiast
exprimée en mg équivalent acarbose par grammele’basentielle (ug EAYHE), a partir
d’'une courbe d’étalonnage établie en utilisantdi@ose comme référence (y = 0.4335 In(X)
+0.7678R? = 0.9931) {ig. 24).

La figure 25 montre que l'huile essentielle la plus active @dte deT. ciliatus ssp.eu-
cilatus (5.198ug EA.g HE) suivi d'A. verticillata (2.725 pug EA.g HE) et en dernier lieu on
retrouve celle d€urcuma longg0.559 pg EA.g HE).

A travers I'analyse chimique des huiles essentiatle plus de ces résultats nous pouvons
déduire que le carvacrol et le thymol ont agi pesihent sur I'efficacité de ces huiles
essentielles vis-a-vis de l'alpha mylase. Par eoés composés majoritaires n’était si
efficaces.

Dans une étude réalisée payun etal. (2014)ont constaté que I'extrait méthanolique de

Thymus quinquecostatus a exercé une bone activigheegsitrant une kgde 4.39ug/mL.
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Figure 24: Courbe d’'étalonnage de I'acarbose pour la détetinimae la capacité antidiabétique par

I'alpha amylase

Curcuma longa 0,559
Thymus ciliatus 5,198
Ammoides verticillata 2,725
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Figure 25 : Capacité antidiabétique des huiles essentiellekepast alpha amylase
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De leurs cotésNampoothiri etal. (2012) ont constaté que les déchets recupéré aprés
extraction de la curcumine a exercé un excellefdt efntidiabétique en inhibant I'alpha
amylase avec une efficacité (Cde l'ordre de 0.16pug/mL) dépassant méme celle de
I'acarbose (avec une #&de l'ordre de 81pg/mL).

Par contre, I'extrait méthanolique Atharanthus viridisn’a pas manifesté une bonne
activité inhibitrice de k& amylase ce qui a nécessité uneol@e 10.19ug/mL contre
0.312pg/mL pour I'acarbos&(mar et al., 201R

[11.8. Observation sur I'activité antiproliférative des huiles essentielles extraites de

T. ciliatus et A. verticillata vis-a-vis de la lignée cellulaire THP-1

A travers la littérature, il a été constaté que megtations induites par plusieurs
mutagenes ont été réduites par les piégeurs d’'meygeétive Kim et al, 1991; Uencet al,
1991). Dans le méme cadre, il a été démontré que legOSES qui posseédent une activité
antioxydante, peuvent inhiber les mutations et dacer parce qu’ils peuvent piéger les
radicaux libres ou bien activer les enzymes anydatives Hochstein & Atallah, 1988 ;

Jayaprakasha at., 2003.

[11.8.1. Activité antiproliférative des huiles essatielles d’Ammoides verticillata

Les cellules de THP-1 ont été traitées avec diffia® concentration d’huile essentielle
d’Ammoides verticillata(allant de 10 a 500uL d’huile essentielle /mLcdéture) durant 01,
04 et 07 jours.

Le premier constat tiré de fayure 26 est que l'efficacité de I'huile essentielle ugiées
est dépendante de deux facteurs, dose et temp=ubEtion, car a une dose de 100uL/mL
n'élimine pas 50% de cellule sur I'ensemble de dsré’incubation et il faut une
concentration supérieure pour agir efficacement ales taux de viabilité inférieur a 20%
avec une dose de 250 uL/mL aprés 04 et 07 joucskact, mais sans que cette efficacité ne

soit décelable aprés une journée de contact.

[11.8.2. Activité antiproliférative des huiles essentielle3hymus ciliatus ssp. eu-

ciliatus

La figure 27 nous donne une idée sur l'effet inhibiteur de il&essentielleThymus

ciliatus ssp.eu-ciliatussur la croissance des cellules THP-1.
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Figure 26 : Viabilité des cellules THP-1 (en % par rapport amtool) confronté a I'huile

essentielle ddmmoides verticillataprés 01 joursf), 04 jours @) et 07 jours @)
de contact.
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Figure 27 : Viabilité des cellules THP-1 (en % par rapport amtool) confronté a I'huile
essentielle d@hymus ciliatussp.eu-ciliatusapres 01 joursf), 04 jours @) et
07 jours @) de contact.
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En traitant les données, il apparait clairementiquele essentielle d&hymus ciliatus
ssp.eu-ciliatusa été plus efficace que celleAdhmoides verticillatacar a la méme dose de
10uL/mL le thym enregistre un taux d’inhibition gmjgur a 40% de cellules comparé a celui
de l'ajowan qui n’a pas dépassé les 5% d’inhibitieinc’est le méme constat pour les doses
de 50 et 100pL/mL.

De méme l'efficacité de cette huile essentielleetiépaussi de la dose et de la durée de
traitement car 7 jours de traitement est nettemmenlieur que celle de 4 jours alors que cette

derniére enregistre des taux d’'inhibition remardgi@bmparée a une journée de traitement.

Nos résultats sont compatibles avec les autreegtdémontrant que l'inhibition de la
prolifération des lignées de cellules cancéreusmscémie, cancer du sein, carcinome de
I'épithélium cervicale, carcinome de la cavité eralarcinome du poumon et le carcinome de
la prostate) est dose dépendantanif & Karimi, 2001 ; Zu etal., 2010; Sertel efal., 2011;
Berdowska edl., 2013; Ayesh efal., 2019.

Dans une étude réalisée durvulgaris,les auteurs que cette plante fait preuve d’une
inhibition sélective vis-a-vis de la prolifératiaes cellules THP-1. Ce constat donne espoir
gue T. vulgaris peut contenir des agents a effets thérapeutiquesecte cancer, une fois
purifié, ils sont sélectifs aux cellules leucémigjugie les cellules sanguines normales, méme
a faibles concentrationg\{esh etal., 2019. En outre,T. vulgarisest considérée parmi les
plantes médicinales utilisées possédant les exiestplus sdre et présentant le moindre effet
indésirable Posadzki eal., 2013.

Les résultats de I'activité antiproliférative dasles essentielles étudiées sont similaires
ou méme supérieurs que celle reporté sur 'huitemrselle de I'origan@riganum vulgarg
étudié palOcana-Fuentes at. (2010)avec le thymol, carvacrol et I'hydrate de transhsaie
comme composés majoritaires. Dans I'étude mené&gmauteurs la viabilité cellulaire de la
ligné THP-1 a été de 70% avec 70uL d’huile esskmtitorigan /mL de culture apres deux
jours d’exposition alors que dans notre cas 10Ut essentielle /mL de culture et aprés 04

jours de contact, a pu éliminer 40% de cellules TIHAonc taux de viabilité est de 60%).

Les huiles essentielles en plus du thymol, cantaproymene, linalool et lg-terpinene
n‘ont pas d'effets a faibles concentrations parti@®a forte concentrations ils affectent la
viabilité des cellules THP-XK@voosi & Teixeira da Silva, 20)2

Chapitre 11l : Résultats et discussion



C. Tefiani (2015). Propriétés biologiques des huiles essentidBisymus ciliatusAmmoides verticillataet Curcuma longaThése de doctorat en Sciences. Univ. Mostaganej}_116

En étudiant la méme espece d'origaabiée), Fuentes eal. (2010)ont remarqué que
'huile essentielle ddriganum vulgareL., riche entranssabinene hydrate, thymol et
carvacrol, agit sur la secrétion de cytokine (TNTtalb, IL-6 and IL-10), ce qui a conduit a
déduire que cette huile essentielle ainsi que sesposés agissent sur la synthéese des
composeés pro-inflammatoire secrété par les macggshdHP-1 comme model cellulaire

d’athérosclérose.

Chan etal. (2005)ont démontré que les composés des huiles essestmimme le
carvacrol, composé présent dans plusieurs huikEngslles de plantes médicinales, peuvent
moduler les fonctions des cellules immuno-nerveaxk différentes voies de signalisations

intracellulaires.

Dans une autre étude, les auteurs ont signaléega@vacrol déclenche la mobilisation
du calcium intracellulaire dans les cellules T EiPF1, et stimule la phosphorylation active du
sous-groupe p38 du protéine mitogene activé kidass les deux types de cellulgsa et
al., 2013.

concernant la stimulation de la THP-1 par les lyodysaccharides, d-pinene a
démontré une régulation de I'expression dkB travers l'inhibition de la translocation
nucléique de la NGB (Zhou et al. 2004 ; Salminen etal., 200§. A une certaine
concentration, b-pinéne seul peut étre effectif, toutefois, sornvéét est dépendante de la
composition de [l'huile essentielle, ce qui lui petmdagir sur toute [lactivité
antiinflammatoire quelque soit positivement ou nigganent(Zhou etal., 2009.

Par contreDar etal. (2011) ont constaté que d*pinene démontre un pourcentage

d’inhibition inférieur a 20% vis-a-vis de la lignéellulaire THP-1.

Martin et al., (1993) ont remarquéun effet synergétique entreo-pinene etp-
caryophyllene, en appliguant les mémes doses que amtenu dans |'huile essentielle de
Bupleurum fruticescense qui a donné un effet comparable a celui del€éhessentielle et

différent si chaque composé a été utilisé seul.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales resteront toujours unecsofiable de principes actifs d’intérét
thérapeutique. Face a la phobie des molécules mtéése chimique, leur utilisation est en
progression constante. La problématique soulevés datte these s’inscrit dans ce souci
d’exploration et de criblage de nouvelles biomoléswontenues dans des plantes autochtones
gui poussent a I'état sauvage dans nos contrégisaht partie de la pharmacopée traditionnelle
de nos populations. C’est le casAdimoidegou Ptychotis) verticillatg Desf.) Briq. deThymus
munbyanussubsp.ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet. Le rhizome deurcuma longaa,
également, fait I'objet de cette étude en raisos wErtus qu’on lui attribue et de sa large

utilisation dans la cuisine algérienne.

Dans un premier volet de ce travail, nous aymosédé a I'extraction et a I'analyse
chimique des huiles essentielles des trois esp&mgstales par chromatographique en phase
gazeuse (CPG) et par le couplage CPG/spectront&trirasse (SM) a révélé une variabilité

chimique, qualitative et quantitative, tres intSeage.

Nous avons noté la prédominance du carvacrol ¥IvA/) dans I'huile essentielle
extraite deThymus munbyanusibspciliatus , de I'alcool cumine (44.3% v/v) dans celle d’
Ammoides verticillatat du turmérone aromatique (35% v/v) dans cell€deuma longa
Plusieurs autres especes moléculaires ont étéifideatet quantifiees dans les trois types
d’huiles essentielles : dquCymene (8.3%) et dy-Terpinene (5.9%) pour. ciliatus ; duy-
Terpinene (18.1%), du Limoneéene (14.2%) et du thy(16.8%) chezA. verticillata ; du
Curlone (14.2%) et du tumérone (11.8%) cietonga.

Dans un deuxieme volet, nous avons mis en évidetn@ealué les propriétés biologiques

des huiles essentielles extraites.

La premiere propriété vérifiee est I'activité antnobienne de ces huiles vis-a-vis de
bactéries pathogénesStaphylococcus aureud.isteria monocytogenestEscherichia coli
Salmonella Thyphimuriuyrimpliquées, le plus souvent, dans des contanoingitd’aliments
responsables de toxi-infections chez ’lhomme. LBH (Concentration minimale inhibitrice)
ont été déterminées. L’huile essentielle Weciliatus a manifesté I'effet inhibiteur le plus

puissant.
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La deuxiéme seérie de propriétés biologiques detesdessentielles explorée a été
I'évaluation de leur activité anti-radicalaire, ldeir pouvoir réducteur et de leur capacité de
préservation des liposomes vis-a-vis de la peraiyaldipidique. Les multiples tests réalisés
(radical hydroxyle, ORAC, DPPH, ATBS, TBARS®Bb) laissent apparaitre des différences

entre les huiles essentielles des trois especetalésg.

En effet, nous avons noté une efficacité remargudbll’huile essentielle Ammoides
vertcillata vis-a-visdes radicaux DPPH, ABTS et®;; ainsi qu’un fort pouvoir réducteur et
une bonne préservation des liposomes. En revanlzres les tests de piégeage du radical
hydroxyle, l'efficacité de l'huile essentielle dE. ciliatus ssp. eu-ciliatus a été la plus

remarquable.

L’activité inhibitrice des huiles essentielles @isAs d’enzymes comme la lipoxygénase,
la cholinestérase etaFamylase a été, également, mesurée. Les observdtites indiquent
une inhibition totale de la cholinestérase et deathylase par I'huile essentielle extraiteTde
ciliatus ; alors que I'huile deCurcuma longaa exercé une forte inhibition vis-a-vis de la

lipoxygénase et arrive a réduire le phosphomolybden

En revanche, toutes les huiles essentielles eadrdiés trois especes végétales n'ont pas

pu chélater le fer.

L’expérience relative a I'inhibition de taoissance des cellules cancéreuses THP-1 par
les huiles essentielles a, également, été conelubloius avons remarqué un taux d’inhibition
de la croissance de ces cellules voisin de 40% kefst de I'huile essentielle delrhymus
ciliatus. En revanche, I'huile essentielleAghoides verticillatan’a pas d’effet remarquable sur

le développement de ces cellules cancéreuses.

L’ensemble de ces propriétés biologigues dérdes expérimentalement conféerent aux
huiles essentielles des especes végétales étusiedatut de médicament naturel dénudé de
toute suspicion quant a leur composition chimiquees bénéfices santé qu’elles peuvent nous

procurer.

En perspective, il serait fort intéressantampléter cette étude in vitro par une expérience
In vivo, a méme capable de vérifier les propriétés biglagg de ces huiles essentielles et de

s’en assurer de l'innocuité totale chez un modeieal de choix. Il serait, également, tres
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instructif d’explorer I'effet isolé et synergiquesidifférents constituants des huiles essentielles

de ces espeéeces.
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The chemical composition, and antioxidant, antimicrobial and anti-proliferative activities of the essential oils of
Ammoides pusilla (Apiaceae) and Thymus munbyanus (Lamiaceae), collected in Algeria, were studied. Cumin alcohol
(44%), p-cymene (18%), limonene (14%), thymol (11%) and y-terpinene (7%) predominated in A. pusilla essential
oil, whereas carvacrol (71%) was dominant in 7. munbyanus essential oil. The antibacterial activity of 4. pusilla and
T. munbyanus essential oils was studied by the agar diffusion method against Escherichia coli, Salmonella enterica
serovar Thyphimurium, methicillin-resistant Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. The tested bacteria
were more susceptible to 7. munbyanus essential oil. Ammoides pusilla essential oil was the most effective for
scavenging the free radicals. Ammoides pusilla essential oil also had the best reducing power as well as the highest
lipid peroxidation inhibition. Thymus munbyanus essential oil showed the best anti-proliferative activity of human

acute monocytic leukemia cell line (THP-1).

Keywords: Ammoides pusilla; Thymus munbyanus; essential oils; biological activities

1. Introduction

Essential oils (EOs), due to their antimicrobial and anti-
oxidant properties, may be used as food preservatives,
as bio-preservatives in the cosmetics industry and
against several human pathogens and phytopathogenic
fungi, among other applications (1).

Ajowan, Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. [= Am-
moides leiocarpa Lange, Ammoides pusilla var. trachy-
sperma (Boiss.) Breistr.,, Ammoides verticillata Briq.,
Ammoides verticillata f. elata Maire & Weiller, Ammo-
ides verticillata var. pusilla (Pamp.) Breistr., Ammoides
verticillata var. trachysperma (Boiss.) Maire, Bunium
ammoides (L.) Ces., Carum ammoides (L.) Benth. &
Hook. f. ex Arcang., Petroselinum ammoides (L.)
Rchb. f., Ptychotis ammoides (L.) W.D.J. Koch,
Ptychotis ammoides var. pusilla Pamp., Ptychotis
aspera Pomel, Ptychotis morisiana Bég., Ptychotis
trachysperma Boiss., Seseli ammoides L., Seseli corsi-
cum Besser, Seseli pusillum Brot., Seseli verticillatum
Desf. -Illegitimate-], is an annual aromatic herbaceous
species belonging to the Apiaceac family. It has
feather-like leaves and inflorescence compound umbel

with sixteen umbellets, each containing up to sixteen
white flowers. The fruits are small, grayish brown and
ovoid. It grows up in arid and semi-arid regions in soils
containing high levels of salts. It is a native of Egypt
and is cultivated in Iraq, Iran, Afghanistan, Pakistan
and India. Ajowan can also be found widely in Medi-
terranean Europe and North Africa (2-4).

Several properties have been attributed to this plant
such as antimicrobial and antioxidant; antiparasitic;
fumigant and insecticidal; antihypertensive; antidiabetic;
gastric antisecretory; relaxant and anticonvulsant; anal-
gesic; and antitussive (3, 4).

The Thymus munbyanus subsp. ciliatus (Desf.)
Greuter & Burdet, Lamiaceae family [= Origanum
ciliatum (Desf.) Kuntze, Thymbra ciliata Desf., Thymus
ciliatus (Desf.) Benth. —Illegitimate-, Thymus leucoste-
gius Briq., Thymus munbyanus var. mairei Sennen, Thy-
mus munbyanus var. maurusius Maire & Sennen] is an
endemic species of North Africa (5). Scientific
information about the potentialities of this species as
antimicrobial, antioxidant, anti-proliferative or other
properties is much scarcer than that known for 4. pusilla,
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although antimicrobial and antioxidant activities of
T. munbyanus EOs have been reported (6, 7).

In the course of our ongoing work on the biological
activities of aromatic and medicinal plants from Alge-
ria, the main goal of the present work was to evaluate
the antimicrobial, antioxidant and anti-proliferative
activities of 4. pusilla and T. munbyanus EOs. Leuke-
mia is a hematological disease, which is often lethal.
Remission with chemotherapy is possible in many
patients; nevertheless, relapse is common and it has a
poor long-term survival. Some EOs and their constitu-
ents have revealed the capacity to inhibit the prolifera-
tion of some types of tumor cells (8, 9). Here we
report for the first time the antiproliferative activity of
A. pusilla and T. munbyanus EOs.

2. Experimental
2.1 Plant material

Fresh aerial parts of 7. munbyanus and A. pusilla sam-
ples were collected in June 2010 during the flowering
stage. Thymus munbyanus was collected in the region
of Hennaia and A. pusilla was collected in the region
of Zeddigua, province of Tlemcen, 500 km west of
Algiers. Plants were identified by Prof. Bouazza from
Tlemcen University. Certified voucher specimens have
been deposited in the Herbarium of Ecole Nationale
Supérieure ‘d’Agronomie, Algers.

2.2 Isolation of essential oils

The EOs were obtained from the dried aerial parts of
plants by hydrodistillation, for 3 hours, using a Cle-
venger-type apparatus (10). Extracted EOs were stored
in darkness between 4° and 6°C.

2.3 Chemical analysis of the essential oils

Gas chromatography (GC) and GC—mass spectrometry
(GC-MS) analyses were performed as detailed in (13).
The percentage composition of the EOs was computed
by the normalization method from the GC peak areas,
calculated as mean values of two injections from each
EO, using literature response factors, as previously
reported (11). The identity of the components was
assigned by comparison of their retention indices, rela-
tive to Co—C,¢ m-alkane indices and GC-MS spectra
from a home-made library, constructed based on the
analyses of reference oils, laboratory-synthesized com-
ponents and commercially available standards.

2.4 Antibacterial activity

The EOs’ antibacterial activity was determined by agar
diffusion, as previously described (12). The EOs were

tested against Escherichia coli DSM 1077; Salmonella
enterica serovar Thyphimurium 14028, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA 5) and Listeria
monocytogenes Scott A, EGD, T8 and A9. The bacte-
rial cells of E. coli, S. Thyphimurium and L. monocyt-
ogenes were maintained at —80°C in tryptic soy broth
with 25% (v/v) of the cryoprotector, glycerol. The cells
of MRSA 5 were maintained also at —80°C but in
brain heart infusion (BHI) supplemented with 25%
(v/v) glycerol. Prior to the assay, bacteria cells were
recovered on tryptic soy agar (TSA) plates, except for
the MRSA strain, which was grown on BHI agar for
24 hours at 37°C. Exponential phase cultures were
obtained by culturing in the appropriate broth medium.
From each culture, 100 uL were used to inoculate the
agar plates. To the inoculated plates, sterile filter paper
containing EO (3 uL), sterile phosphate buffer (nega-
tive control) and 30 ug of the antibiotic chlorampheni-
col (positive control) were added. The assays were
performed in triplicate. Data were analyzed for statisti-
cal significance by two-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test analysis. SPSS 21.0 soft-
ware was used for the statistical calculations.

2.5 Antioxidant activities
2.5.1 DPPH free radical scavenging activity

Free radical-scavenging activities of EOs were measured
using  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) as
described by Dandlen et al. (13). All determinations
were performed in triplicate. The percentage inhibition
of the DPPH radical by the samples was calculated
according to the formula: % Inhibition = (4o — 4;)/
Ao % 100, where A4, is the absorption of the blank sam-
ple (# = 0 minutes) and 4, is the absorption of the tested
oil or substance solution (#= 60 minutes). Tests were
carried out in triplicate. The sample concentration pro-
viding 50% inhibition (ics9) was obtained by plotting
the inhibition percentage against EO concentrations.

2.5.2 ABTS free radical-scavenging activity

The determination of 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulphonic acid (ABTS) radical scavenging was
carried out as reported by Aazza et al. (14). Tests were
carried out in triplicate. The sample concentration pro-
viding 50% inhibition (icsg) was obtained by plotting
the inhibition percentage against EO concentrations.

2.5.3 Reducing power

The reductive potential of the oils was determined
according to that reported previously (15). The assay
was carried out in triplicate.
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2.5.4 TBARS

The ability of the EOs to inhibit malondialdehyde
formation, and therefore lipid peroxidation, was deter-
mined by using a modified thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) assay as previously described (15).
The antioxidant capacity measurements were carried
out in triplicate.

2.5.5 Liposomes

Liposomes were obtained from 0.4 g lecithin in 80 mL
chloroform. This solution was dried and after submitted
to nitrogen flux for 30 seconds. Liposomes were then
submitted to a vacuum for at least 2 hours until complete
dryness. Eighty milliliters of phosphate saline buffer
0.01 M, pH 7.0 were added and kept at 4°C until the
assay. For the experiment, a 250-uL suspension of lipo-
somes was incubated with 25 pL of the sample, 400 uL
water, 1.5 mL acetic acid 20%, 1.5 mL thiobarbituric
acid (TBA) 0.8 M dissolved in a solution of sodium
dodecyl sulfate (SDS) 1.1%. This mixture was incubated
for 1 hour at 95°C. After cooling at room temperature,
the assay was performed as the TBARS method.

2.5.6 ORAC

The oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
method used, with fluorescein (FL) as the fluorescent
probe, was that described by Ou et al. (16) but adapted
for lipophilic samples such as EOs and reported by
Huang et al. (17), in which these are previously
included in 7% methylated p-cyclodextrin (RMCD) sol-
vent 50% acetone—water mixture (v/v). ORAC values
are calculated according to that previously reported by
some authors (18). Final ORAC values are expressed
as pumol Trolox/g weight. The antioxidant capacity
measurements were carried out in triplicate.

2.6 Cell culture

THP-1 cells were cultured in Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum, 1% (v/v) non-essential amino acids,
100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin.
Cells were incubated at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere. For routine maintenance, THP-1 cells were
subcultured every two or three days by resuspension in
fresh medium.

2.7 Anti-proliferative activity

Eos’ growth-inhibitory effect was measured using the
standard 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltet-
razolium bromide (MTT) assay, adapted from
Mosmann (19).

THP-1 cells were seeded in a 96-well plate at
5. % 10? cells/well and exposed to different concentrations
of EOs (1-50 pg/mL) for one, three and seven days at
37°C in 5% CO0,/95% air in complete medium contain-
ing serum. All test substances were dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO). The solvent concentration
in the incubation medium never exceeded 0.5%. Control
cultures received the equivalent concentration of DMSO.
After treatment, cells were incubated for 1 hour in the
usual culture conditions after addition of the same vol-
ume of medium containing MTT (2 mg/mL). After this
incubation, 150 uLL HCl (0.1 M) in isopropanol were
added to dissolve the blue formazan crystals formed by
the reduction of MTT. Absorbance at 570 nm using a
background reference wavelength of 630 nm was mea-
sured using a dual-wavelength plate reader. The mean
absorbance values for the negative control (DMSO-trea-
ted cells) was standardized as 100% absorbance (i.e. no
growth inhibition) and the results were displayed as
absorbance (% of control) vs. EO concentration.

2.8 Statistical analysis

All measurements were performed in triplicate, and
Student’s #-test was used to determine the difference
between mean values (p < 0.05) in the assays of anti-
oxidant activity.

3. Results and discussion
3.1 Essential oils

The hydrodistillation of the aerial parts of A. pusilla
and T. munbyanus yielded, respectively, 2.9% and 3%
(v/w) of pale yellowish EOs.

Twenty-three and thirty-three compounds were
identified respectively in A. pusilla and T. munbyanus
EOs (Figure 1). Identified EO components are listed in
Table 1 in the elution order on the DB-1 column.

Oxygen-containing monoterpenes predominated in
A. pusilla (57%) and T. munbyanus (75%) EOs, though
they were more pronounced in the latter (Table 1).
Cumin alcohol (44%), p-cymene (18%), limonene
(14%) thymol (11%) and y-terpinene (7%) predomi-
nated in A. pusilla oil, whereas in T. munbyanus EO,
carvacrol was dominant, representing 71% of the total
EO.

Thymol has been previously reported as the main
component in A. pusilla fruit oils (20-23), although the
extraction methods and conditions (24), as well as the
harvesting location, revealed to have a great influence
on the Eos’ final composition (27, 28). In those studies,
y-terpinene, p-cymene (25), carvacrol (26) and carvone
(25) have been reported as the main EO components.
When the aerial parts were extracted, thymol,
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Figure 1. Gas chromatography profile of the essential oil isolated from (a) Ammoides pusilla (Brot.) Breistr. and (b) Thymus
munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet. (a) 9: p-cymene, 11: limonene, 12: y-terpinene, 21: cumin alcohol, 22, thy-

mol. (b) 10: p-cymene, 14: y-terpinene, 26: carvacrol.

y-terpinene, p-cymene and isothymol have been
reported as the main components of the previously
studied EOs (27). Such variability appears to be due
primarily to the geographical origin and to the
developmental stage of the plant (2, 27-29). In the
same country, Algeria, but in different regions (Setif
and Oran), two EOs types were reported. The EO
isolated from plants collected in Setif was predomi-
nantly constituted by thymol and y-terpinene (28),
while in the plants collected at Oran, isothymol
prevailed in their EO (30). In the present study, a dif-
ferent cumin alcohol-rich (44%) EO was found,
obtained from the aerial parts of A. pusilla collected at
Tlemcen (north-west of Algeria).

The predominance of carvacrol in 7. munbyanus
EO was in accordance with previous reports (7, 31).

3.2 Antimicrobial activity

Thymus munbyanus EO showed higher antimicrobial
activity than A. pusilla EO for all bacteria tested
(Table 2). Strains MRSA 5, S. Thyphimurium and
L. monocytogenes T8 showed the highest resistance
(p < 0.05) to the tested EOs. The most susceptible
strains were the clinical isolates, L. monocytogenes
Scott A and EGD (p < 0.05). Both EOs showed lower
inhibitory activity (p < 0.05) than chloramphenicol.
Thymus munbyanus EO seems to have potential to
combat the food-borne pathogen L. monocytogenes.

The higher antibacterial activity of 7. munbyanus
EO may be explained by the higher carvacrol content
(71%). This compound disrupts the cellular membrane
with the consequent alterations in the membrane
properties and functions (30, 30, 32, 33). The high
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Table 1. Percentage composition of the essential oils isolated from the aerial parts of Ammoides pusilla and Thymus munbyanus

populations collected in Tlemcen, Algeria.

Components RI RIY Ammoides pusilla Thymus munbyanus
a-Thujene 924 929 0.2 1.1
a-Pinene 930 937 1.9 0.9
Camphene 938 938 0.2
Sabinene 958 961 t
1-Octen-3-ol 961 961 0.2
B-Pinene 963 963 0.2 0.3
B-Myrcene 975 975 0.5 2.0
a-Phellandrene 995 1003 t 0.3
§-3-Carene 1000 1004 t 0.1
a-Terpinene 1002 1005 0.4 1.6
p-Cymene 1003 1008 18.1 8.3
-Phellandrene 1005 1009 t 0.3
Limonene 1009 1016 14.2 0.2
(E)-B-Ocimene 1027 1026 0.1
v-Terpinene 1035 1035 6.8 5.9
trans-Sabinene hydrate 1037 1047 t 0.2
Terpinolene 1064 1064 0.2 0.2
cis-Sabinene hydrate 1066 1081 t
Linalool 1074 1082 0.1 1.7
trans-p-2-Menthen-1-ol 1099 1095 0.2
Borneol 1134 1139 0.3
Terpinen-4-ol 1148 1153 0.9 0.7
a-Terpineol 1159 1157 t 0.1
Cumin aldehyde 1200 1200 t
Neral 1210 0.2
Carvone 1210 1206 t
Geranial 1240 1249 0.2
Cumin alcohol 1260 1270 443 0.2
Thymol 1275 1278 10.8 0.2
Carvacrol 1286 1299 1.1 71.4
Eugenol 1327 1325 0.1
Carvacryl acetate 1348 1348 0.2
(£)-B-Caryophyllene 1414 1415 1.8
a-Humulene 1447 1439 0.2
B-Bisabolene 1500 1511 0.1
(E)-a-Bisabolene 1536 0.1
Caryophyllene oxide 1561 1583 0.5
% of identification 99.9 99.9
Grouped components
Monoterpene hydrocarbons 42.5 21.5
Oxygen-containing monoterpenes 57.4 75.4
Sesquiterpene hydrocarbons 2.2
Oxygen-containing sesquiterpenes 0.5
Others 0.3

Note: RI, retention index calculated relative to Co—C ;¢ n-alkanes on the DB-1column; R

17, reported literature retention indices on DB-1 or similar

phase column (100% dimethylpolysiloxane) not from the authors lab. t, trace (< 0.05%). The percentage composition of the oils was computed by
the normalization method from the GC peak areas, calculated as mean values of two injections from each oil, using the response factors reported

in literature as detailed in (11).

susceptibility of L. monocytogenes strains to carvacrol-
rich EOs, such as T. capitata oil, has been previously
reported (34). In contrast, A. pusilla EO was rich in
cumin alcohol (44%) with p-cymene and limonene in
lower amounts. The mode of action of p-cymene and
limonene is known, acting mainly by disturbing the
cellular membrane, including the membrane potential,
altering the fatty acid composition and modifying the
cell morphology (35-38). The low content of these

compounds may have contributed to the absence of an
efficient antibacterial activity of A. pusilla EO.

3.3 Antioxidant activity

Both EOs possessed radical scavenging activity,
although A. pusilla EO was more effective in
scavenging DPPH, ABTS and peroxyl radicals (ORAC)
(Table 3). The capacity for preventing lipid
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Table 2. Inhibitory activity of bacteria growth of Ammoides pusilla and Thymus munbyanus essential oils.

Inhibition zone (mm)*

Bacteria A. pusilla T. munbyanus Chloramphenicol
Escherichia. coli DSM 1077 12.36 £ 0.76* 14.67 + 0.29° 27.00 + 1.50%
Salmonella enterica serovar Thyphimurium ATCC 14028 9.67 +2.36* 15.67 £ 1.04° 28.83 +2.31¢
Listeria. monocytogenes Scott A 13.00 + 0.50° 22.50 + 1.80" 29.67 + 0.29%

L. monocytogenes EGD
L. monocytogenes A9
L. monocytogenes T8
MRSA 5

13.67 + 0.76° 17.00 = 3.91% 32.83 + 1.04
12.33 + 0.76° 16.00 + 5.22° 30.50 + 1.00°¢
11.67 + 3.55% 13.83 + 0.76% 30.00 + 2.12¢
11.67 + 1.53? 13.83 + 0.29% 21.33 +2.52%

Note: *Data are the mean of three independent experiments + standard deviation. Data in the same column with the same letter are not significantly
different (p < 0.05) as determined by analysis of variance (ANOVA) with the SPSS 21.0 program (Inc. Chicago IL) using the Tukey’s post hoc test.

peroxidation, measured with TBARS and liposome
methods, was also better for A. pusilla EO. These dif-
ferent activities were statistically significant (Student’s
t-test, p < 0.05) in all tests except for Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC), in which the activity,
although better for 4. pusilla EO, was not significantly
different from T. munbyanus activity.

The main EO components, cumin alcohol in
A. pusilla and carvacrol in T. munbyanus, have been
considered weak and moderate antioxidants,
respectively (39, 40). The higher activity observed in
A. pusilla EO, in which cuminol prevailed, may also be
attributed to the relative high percentage of thymol
(11%). This phenolic terpene has been considered a
better antioxidant than its isomer, carvacrol, either by
scavenging free radicals or preventing lipid peroxida-
tion (41-43). Also, cumin alcohol and thymol may act
synergistically contributing to the better activity of
A. pusilla EO when compared with carvacrol, the main
component in 7. munbyanus EO. The reducing power
was also higher in A. pusilla EO (Figure 2). Such a
result was expected, as a single electron transfer-based
reaction is the mechanism involved in this assay, as in
those methods of scavenging TEAC and DPPH free
radicals in which this EO was also better antioxidant
than T. munbyanus EO. Figure 2 shows that the reduc-
ing power of both oils was concentration dependent.

Free radicals are able to attack the highly unsatu-
rated fatty acids of membrane system inducing lipid
peroxidation. An overproduction of TBARS, the end
product of the lipid peroxidation process, occurs after

an increase of free radicals. The inhibitory effects of
samples on lipid peroxidation in liposomes is generally
estimated after the incubation of these liposomes with
an Fe®'/ascorbate system and then the determination of
the amount of TBARS accumulated after an interval of
time (44, 45). In the present study, this system of free
radical production was replaced by heating liposomes
at 100°C for a time. In these conditions, both EOs pre-
sented the capability for inhibiting the formation of
TBARS, though more significantly by A. pusilla EO
(Table 3).

3.4 Anti-proliferative activity

The effect of A. pusilla and T. munbyanus EOs on
THP-1 growth using MTT assay is shown in Figures
3A and B, respectively. Cells were treated with the
EOs at various concentrations for one, four and seven
days. As shown in Figures 3A and B, both EOs inhib-
ited the growth of THP-1 cells, though more pro-
nounced with 7. munbyanus EO (Figure 2B). In both
cases, the anti-proliferative activity was more prominent
after four and seven days than after 24 hours of
incubation. The growth percentages of THP-1 cells
compared with the control at the lowest concentration
of T. munbyanus oil (10 pg/mL) were 60% and 40%
after four and seven days, respectively (Figure 3B).
Ammoides pusilla EO at this concentration did not inhi-
bit THP-1 grow, but only at higher concentrations
(>100 pg/mL). At this concentration and after seven
days of incubation, the proliferation percentage of

Table 3. Antioxidant activity of Ammoides pusilla and Thymus munbyanus essential oils.

DPPH, TEAC, ORAC, TBARS, Liposome,
Plant Ics0 pg/mL + STE Icso pg/mL + STE mmol Trolox/g £ STE Icso pg/mL + STE Icso pg/mL + STE
T. munbyanus 4447 + 13.9 1.73 £ 0.21 1.19 £ 0.04 110.1 £4.2 33.6+94
A. pusilla 38.7+73 1.21 £0.01 3.00 £0.13 29.8 £4.2 43+£03

Note: DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; STE, standard error; TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity; ORAC, oxygen radical absorbance

capacity; TBARS, thiobarbituric acid reactive species.
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Figure 2. Reducing power of Ammoides pusilla and Thymus munbyanus essential oils.
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Figure 3. Antiproliferative activity of (A) Ammoides pusilla and (B) Thymus munbyanus essential oils on THP-1 cell line. The
mean absorbance values for the negative control (dimethyl sulfoxide-treated cells) was standardized as 100% absorbance (i.e. no
growth inhibition) and results were displayed as absorbance (% of control) vs. essential oil concentration.

THP-1 cells in the presence of T. munbyanus EO was remarkable anti-proliferative activity of 7. munbyanus
13%, whereas in the presence of A. pusilla EO the pro- EO when compared with A. pusilla EO. Such high
liferation percentage was 64%. These results reveal a activity may be related to the high levels of carvacrol
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in T. munbyanus EO. Cumin alcohol, the main constitu-
ent of A. pusilla oil, along with thymol may be less
effective in inhibiting THP-1 cell growth.

The antiproliferative activities of EOs studied in
this work were similar to or even higher than that
reported by others for oregano EO (46), with thymol,
carvacrol and trans-sabinene hydrate the main compo-
nents. Cell viability was 70% with 70 pug/mL of oreg-
ano oil, after two days of exposure. In the present
study, after four days of exposure of THP-1 cells to
10 pg/mL of T. munbyanus EO, the cell viability com-
pared with the control was 60%, and after seven days,
the percentage decreased to 40%. For A. pusilla EO,
higher concentrations were needed to inhibit the growth
of THP-1 cells (Figures 3A and B). This loss of cell
viability was more evident as the incubation time of
cells with EO increased.

4. Conclusion

This study evidenced the richness in cumin alcohol of
the A.pusilla EO from Algeria. In contrast,
T. munbyanus EO was predominantly constituted by
carvacrol. The capacity for scavenging free radicals or
preventing lipid peroxidation was significantly more
pronounced in A. pusilla EO. In contrast, the anti-
proliferative activity on THP-1 cells was more evident
for T. munbyanus EO.
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